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Introduzione. Il fenomeno della ristenosi rappresenta uno dei principali
limiti agli interventi di rivascolarizzazione coronarica quali by-pass coronarico,
angioplastica e stenting e la sua frequenza è stata stimata essere pari al 15–
30% dei casi dopo circa 6–12 mesi dalla procedura. I principali meccanismi
patogenetici responsabili della ristenosi sono l’anomala risposta inﬁammatoria
e riparatoria del vaso coronarico, sottoposto a danno meccanico, a seguito
delle procedure di rivascolarizzazione, ed i processi di rimodellamento della
matrice extracellulare e della componente cellulare del vaso, quali l’iperplasia
neointimale e l’apoptosi cellulare.
Scopo. Caratterizzazione dal punto di vista biochimico del processo di
iperplasia neointimale in un modello ex vivo di coltura d’organo di vena
safena umana mediante determinazione di osteopontina (OPN), interleuchina
(IL)-6, metalloproteasi della matrice (MMP)-2 e -9, inibitori tessutali delle
MMP (TIMP)-1 e -2, caspasi (CASP)-3 e -9, B-cell leukemia/lymphoma
(Bcl)-2 e Heat shock protein (HSP).
Metodi. Segmenti di vena safena umana (n=9), prelevati durante procedura
chirurgica, sono stati suddivisi in vari frammenti e trattati come segue: 1.
conservato in formalina per l’analisi morfometrica e immunoistologica; 2.
posto immediatamente a −80 ◦C (basale); 3. posto in coltura per 10–12
giorni in RPMI-1640 in presenza di siero fetale bovino (FCS) (per riprodurre
l’iperplasia); 4. posto in coltura in solo RPMI-1640 (controllo). I livelli dei
vari eﬀettori sono stati misurati nel mezzo di coltura e negli estratti tessutali
mediante metodiche dedicate (saggi immunometrici e Western Blotting),
mentre l’espressione dei relativi mRNA è stata valutata mediante RT-PCR
(Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) semiquantitativa.Risultati. Dopo coltura in presenza di FCS, si è osservato un aumento
pari a circa il 40% dello spessore intimale rispetto alla coltura in presenza di
solo RPMI. Questo dato morfologico è risultato associato ad un aumentato
rilascio nel mezzo di coltura di OPN, IL-6, e di MMP (OPN: 13.9 ± 2.9 in
presenza di FCS rispetto a 2.3 ± 0.8 in solo RPMI µg/ml, p=0.0011; IL-6:
304.2 ± 64.7 in presenza di FCS rispetto a 42.0 ± 10.1 ng/ml, p < 0.006;
MMP-2: 173.7 ± 30.0 in presenza di FCS rispetto a 111.9 ± 26.9 ng/ml in
solo RPMI; MMP-9: 3.8 ± 0.9 in presenza di FCS rispetto a 2.3 ± 0.6 ng/ml
in solo RPMI, media ± SEM). Analogamente, i livelli tessutali di OPN, IL-6,
MMP-2 e -9 e l’attività delle CASP-3 e -9 sono risultati più elevati a seguito
di coltura con FCS, rispetto ai relativi controlli (OPN: 82.0 ± 30.3 ng/mg
proteina vs 13.8 ± 4.2 in presenza di RPMI e 3.7 ± 0.7 in condizioni basali, p
= 0.0051 vs basale, p = 0.018 vs RPMI; IL-6: 4.2 ± 0.10 ng/mg proteina vs
0.97 ± 0.30 in presenza di RPMI, p=0.002, e inferiore al limite di rilevazione
in condizioni basali). Al contrario, i livelli tessutali di Hsp72 e Hsp27 sono
risultati signiﬁcativamente inferiori dopo coltura in presenza di FCS (Hsp72:
1.2 ± 0.2 µg/mg proteina vs 2.8 ± 0.7 in solo RPMI e 3.5 ± 0.2 in condizioni
basali, p = 0.038 FCS vs basale; Hsp27: 1.4±0.5 µg/mg proteina vs 2.2±0.7
in solo RPMI e 2.9 ± 0.7 in condizioni basali, p = 0.001 FCS vs RPMI e
p < 0.001 FCS vs basale). Questi risultati sono stati confermati a livello
di mRNA; in particolare, l’espressione degli mRNA delle CASP-3 e -9 in
presenza di FCS è risultata circa 6–7 volte superiore a quella in presenza di
solo RPMI, mentre l’espressione di Bcl-2 è risultata signiﬁcativamente ridotta
dopo coltura in presenza di FCS.
Conclusioni. L’aumentata produzione di OPN, IL-6 e MMP dopo coltura
in presenza di FCS e la relativa riduzione del diametro del lume vasale sono
una conferma del ruolo cruciale svolto da questi eﬀettori nel processo dirimodellamento vascolare. Inoltre, la ridotta espressione di Hsp72, Hsp27
e Bcl-2 e gli elevati livelli delle CASP-3 e -9 indicano che anche il processo
apoptotico può svolgere un ruolo determinante nella progressione del fenomeno
iperplasico. Questo modello sperimentale, che si è rivelato eﬃcace nella
stimolazione del processo iperplasico, è risultato particolarmente adatto per
studi di tipo biochimico/farmacologico, che costituiscono una base per sviluppi
di nuove terapie anti-iperplasiche (stent medicati).Abstract
Introduction. Restenosis process represents one of the main limits to the
revascularization techniques, such as coronary artery bypass grafting, an-
gioplasty and stenting, and its frequency has been estimated to be equal
to 15–30% of the cases after approximately 6–12 months from the proce-
dure. The main pathogenetic mechanisms of restenosis are the anomalous
inﬂammatory and reparative responses of the coronary vessel, induced by me-
chanical damage, due to the revascularization procedures, and the processes
of extracellular and cellular remodelling of the vessel wall, such as neointimal
hyperplasia and cellular apoptosis.
Aim. Characterization from the biochemical point of view of neointimal hy-
perplasia process in an ex vivo human model of saphenous vein organ culture
by determination of osteopontin (OPN), interleukin (IL)-6, matrix metallo-
proteases (MMP)-2 and -9, tissue inhibitors of metalloproteases (TIMP)-1
and -2, caspases (CASP)-3 and -9, B-cell leukemia/lymphoma (Bcl)-2 and
Heat shock proteins (HSPs).
Methods. Saphenous vein fragments (n = 9), taken during surgical pro-
cedure, were subdivided in four segments: 1. stored in formalin for the
morphometric assay; 2. stored immediately at −80 ◦C (basal); 3. cultured for
10–12 days in RPMI-1640 and foetal calf serum (FCS) medium, in order to
reproduce neointimal hyperplasia; 4. cultured for 10–12 days in RPMI-1640
medium alone (control). Biochemical eﬀectors were measured at protein level
in culture media and in tissue by using dedicated assays, whereas mRNA
expressions were estimated by semiquantitative RT-PCR analysis.Results. An increase of about 40% of the intima thickness was observed
after FCS culture with respect to culture with RPMI alone, associated with
an enhanced release of OPN, IL-6 and MMPs in the culture media (OPN:
13.9 ± 2.9 vs 2.3 ± 0.8 µg/ml, p=0.0011; IL-6: 304.2 ± 64.7 vs 42.0 ± 10.1
ng/ml, p < 0.006; MMP-2: 173.7 ± 30.0 vs 111.9 ± 26.9 ng/ml; MMP-9:
3.8 ± 0.9 vs 2.3 ± 0.6 ng/ml, for cultures with and without FCS, respectively,
mean ± SEM). Tissue content of OPN, IL-6 and MMPs increased after FCS
culture (OPN: 82.0 ± 30.3 ng/mg protein vs 13.8 ± 4.2 before culture, p
= 0.0051 vs basal, p = 0.018 vs RPMI; IL-6: 4.2 ± 0.10 ng/mg protein vs
0.97 ± 0.30 for RPMI, p=0.002, and undetectable before culture). Hsp72
and Hsp27 decreased after FCS culture (Hsp72: 1.2 ± 0.2 µg/mg protein
vs 2.8 ± 0.7 in RPMI alone and 3.5 ± 0.2 before culture, p = 0.038 FCS
vs basal; Hsp27: 1.4 ± 0.5 µg/mg protein vs 2.2 ± 0.7 in RPMI alone and
2.9±0.7 before culture, p = 0.001 FCS vs RPMI, p < 0.001 FCS vs basal) in
parallel with an increase of CASP-3 activity. These ﬁndings were conﬁrmed
at mRNA level: CASP-3 and -9 mRNA expressions were higher after FCS
culture (CASP-3 and CASP-9 increased about 6-7 times after culture with
and without FCS, respectively), whereas Bcl-2 mRNA expression was lower
after FCS culture.
Conclusions. The enhanced OPN, IL-6, MMP production by saphenous
vein, associated to lumen reduction, conﬁrms the crucial role of these eﬀectors
in vessel remodelling. Moreover, the decreased Hsp72, Hsp27 and Bcl-2
expression associated with high levels of CASPs suggests that apoptosis may
constitute a key process in this condition. This experimental model, that
was eﬀective in the induction of the hyperplasic process, resulted particularly
suitable for pharmacological/biochemical studies, that constitute a base fordevelopment of new anti-hyperplasic therapies (drug eluting stents).Ringraziamenti
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Introduzione
1.1 Cenni sul processo di aterosclerosi coronarica
Oggigiorno, le malattie cardiovascolari rappresentano la principale causa
di morte in entrambi i sessi e l’aterosclerosi coronarica è la forma più frequente
tra di esse, insorgendo in circa il 5–9% delle persone (a seconda del sesso e
della razza) con età maggiore o uguale a 20 anni. Il tasso di mortalità aumenta
con l’età e complessivamente è più elevato negli uomini rispetto alle donne,
soprattutto fra i 35 e i 55 anni di età. Dopo i 55 anni, il tasso per gli uomini si
riduce mentre quello per le donne continua a salire. L’aterosclerosi coronarica
colpisce persone di tutte le razze, ma la sua incidenza è estremamente elevata
nelle persone di colore e negli asiatici.
Questa malattia ha un’eziologia complessa e variabile da individuo a
individuo ed è principalmente caratterizzata dall’accumulo di lipidi, che
vanno a costituire l’ateroma o placca aterosclerotica nella parete delle arterie
coronarie. Occasionalmente la causa scatenante di tale condizione può essere
lo spasmo di un’arteria o raramente una malformazione congenita, un’infezione
virale, il lupus eritematoso, un’arterite o un danno ﬁsico da radiazione.
11. Introduzione
In generale, il processo di formazione dell’ateroma è detto aterosclerosi;
l’ateroma in crescita sporge nelle arterie, restringendo il lume e bloccando
parzialmente il ﬂusso sanguigno. Col tempo, l’ateroma può andare incontro a
rottura e indurre la formazione di un trombo piastrinico, che può ulteriormente
andare restringere o ostruire l’arteria. A sua volta, il trombo può distaccarsi,
divenendo un embolo, e andare ad ostruire un’altra arteria. I principali
fattori di rischio dell’aterosclerosi includono l’iperlipidemia, l’ipertensione e
il diabete, insieme ai fattori epidemiologici quali il fumo, la dieta, lo stress
e la familiarità. Nella maggior parte dei casi, l’aterosclerosi comporta la
formazione di una placca murale, costituita solitamente da un core di lipidi
(colesterolo ed esteri del colesterolo) rivestito sulla superﬁcie luminale da
componenti cellulari, quali cellule muscolari lisce (SMC), linfociti, monociti e
macrofagi e da una matrice extracellulare di origine ﬁbrosa (Narayanaswamy
et al., 2000).
Nel caso del circolo coronarico, quando un ateroma ostruisce una o
più arterie coronariche, l’apporto di ossigeno al miocardio può divenire
inadeguato. In questo caso si parla di ischemia miocardica. Diversamente, se
l’ateroma ostruisce completamente l’arteria, l’area miocardica da essa irrorata
va incontro a necrosi e ne risulta un infarto cardiaco. Per prevenire questa
situazione estrema in soggetti con coronaropatia ischemica, gli interventi
terapeutici praticabili sono, oltre ad un’adeguata proﬁlassi farmacologica,
quelli di bypass artero-venoso, di angioplastica coronarica transluminale
percutanea (PTCA) e più di recente quello di PTCA e inserimento di stent
(stenting).
1. Introduzione
1.2 Interventi di rivascolarizzazione
Le tecniche di rivascolarizzazione rappresentano la soluzione ottimale
all’aterosclerosi coronarica e tra queste vi sono quelle invasive quali il bypass
coronarico (CABG) e quelle meno invasive quali PTCA e inserimento di stent.
L’intervento di bypass coronarico è stato introdotto alla ﬁne degli anni
’60 e viene utilizzato per ripristinare il ﬂusso sanguigno al miocardio laddove
questo risulti ridotto a causa di aterosclerosi coronarica. Questa procedura
consiste nell’inserire un bypass a livello di una sezione di arteria coronaria
ostruita, usando una vena o un’arteria appartenente al paziente stesso (Meads
et al., 2000). I vasi che vengono utilizzati più frequentemente sono le vene
safene (Mitra et al., 2006). Il principale svantaggio di questa procedura è
rappresentato dalla stenosi ovvero dall’occlusione del frammento venoso inse-
rito. Questo fenomeno solitamente è il risultato di diversi processi patologici
quali l’iperplasia neointimale (IH) che generalmente consegue al processo di
arterializzazione del vaso venoso. In genere la frequenza di iperplasia intimale
successiva a interventi di CABG è dell’80% nel corso del primo anno e del
60% nei 5 anni successivi (Mitra et al., 2006).
La PTCA è stata introdotta alla ﬁne degli anni ’70 e viene eﬀettuata in
pazienti con aterosclerosi coronarica o con stenosi a livello di graft venosi; è
una tecnica nella quale una parte ostruita di arteria coronaria viene dilatata
inserendo un catetere con un piccolo palloncino guidato radiograﬁcamente a
partire dall’arteria femorale (viene eﬀettuata un’incisione a livello inguinale
a seguito della somministrazione di un anestetico locale) (Meads et al., 2000).
Il palloncino viene inizialmente gonﬁato provocando una dilatazione della
parete vasale e lacerazioni longitudinali e circolari sulla placca ateromasica;
successivamente il palloncino viene sgonﬁato e retratto e, per le proprietà
elastiche della placca, il lume vascolare rimane pervio (vedi ﬁg. 1.1(a)).
1. Introduzione
Negli ultimi anni la PTCA ha conosciuto una progressiva estensione delle
indicazioni cliniche di utilizzo, garantendo esiti clinici comparabili a quelli
del CABG. Attualmente, il limite di questo intervento è rappresentato dalla
ristenosi (Toutouzas et al., 2004), che consiste nella comparsa, nei primi
6 mesi dopo l’intervento, di una nuova stenosi di tipo cicatriziale sul vaso
coronarico sottoposto ad angioplastica (vedi ﬁg. 1.1(c)). Le principali cause
di ristenosi, in questo caso, sono il ritorno elastico del vaso, il rimodellamento
costrittivo e l’IH. In genere la frequenza di ristenosi varia tra il 30% e il 50%
dopo 6–12 mesi dalla procedura. La condizione di ristenosi, nel caso in cui
comporti rischio per la sopravvivenza del paziente, viene superata con un
ulteriore intervento di rivascolarizzazione, rappresentato da un’aggiuntiva
PTCA, da CABG o trattamenti farmacologici (Meads et al., 2000).
Alla ﬁne degli anni ’80, è stata introdotta una metodica aggiuntiva alla
PTCA che consiste nell’impianto di stent (vedi ﬁg. 1.1(b) e ﬁg. 1.1(d)). Lo
stent è una protesi endovascolare, che fornisce un supporto meccanico rigido
al vaso (Meads et al., 2000) (vedi ﬁg. 1.1(e)). In seguito a studi di ecograﬁa
endovascolare, è stato dimostrato che nella ristenosi dopo PTCA è presente
anche una risposta dinamica di tipo elastico che, oltre alla neoproliferativa,
riporta nel lume vascolare la placca ateromasica il cui spessore era stato
estromesso dal proﬁlo del vaso. L’impianto di stent impedisce il collasso
vascolare e consente di ridurre la frequenza di ristenosi sul vaso trattato,
anche se la frequenza di recidive è rimasta relativamente alta. L’uso di
stent impedisce il ritorno elastico del vaso per la presenza delle maglie
metalliche della protesi. Tuttavia l’impianto di stent, sebbene riduca il
ritorno elastico e il rimodellamento negativo, caratterizzato dall’accumulo di
ﬁbre di collagene della matrice extracellulare (ECM), stimola maggiormente
lo sviluppo dell’iperplasia neointimale (Wainwright et al., 2001), preceduta
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da un processo inﬁammatorio importante. In studi su animali, in seguito
a PTCA si nota solo una precoce inﬁltrazione di neutroﬁli, mentre dopo
interventi con posizionamento di stent il precoce reclutamento di neutroﬁli è
seguito da un continuo accumulo di macrofagi a livello dell’intima.
Un’ulteriore evoluzione nelle procedure di rivascolarizzazione è rappre-
sentato dall’impiego di stent medicati. Questi dispositivi associano alle
caratteristiche di rigidità dello stent quelle di rilascio locale di molecole con
proprietà farmacologiche. Lo sviluppo di questi dispositivi endovascolari
si basa da una parte sullo studio dei materiali di rivestimento degli stent,
adatti per il rilascio graduale di farmaco, e dall’altra sulla conoscenza dei
meccanismi biochimici alla base della ristenosi al ﬁne di individuare potenziali
target terapeutici anti-iperplasici.
1.3 Ristenosi
In generale, quando un’arteria viene dilatata mediante PTCA si osserva
un guadagno iniziale in termini di pervietà del vaso; tuttavia dopo 6–12
mesi dall’intervento si può riscontrare la comparsa di ristenosi, che viene
deﬁnita come la perdita del 50% della pervietà vasale guadagnata in seguito
all’intervento.
Le principali cause dello sviluppo di ristenosi, a seguito delle più comuni
tecniche di rivascolarizzazione, sono sostanzialmente, in fase acuta, il ritorno
elastico del vaso, mentre, in fase tardiva, l’IH e il rimodellamento costrittivo
della parete vasale che provoca il recupero delle dimensioni iniziali senza alcun
cambiamento signiﬁcativo della tonaca intima (Bennett, 1999). In particolare,
a seguito di PTCA tutti i processi sopraccitati svolgono un ruolo essenziale
nella comparsa di ristenosi mentre, in caso di stenting, solo l’IH è coinvolta
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(a) Intervento di angioplasti-
ca coronarica transluminale
percutanea (PTCA).
(b) Intervento di PTCA con inseri-
mento di stent.
(c) Ristenosi: principale fattore limitan-
te la procedura di PTCA.
(d) Dilatazione del vaso mediante
l’uso di un palloncino e inserimento
di stent.
(e) Stent: supporto meccanico rigido
al vaso.
Figura 1.1: Interventi di rivascolarizzazione: PTCA e
Stenting.
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poiché il ritorno elastico del vaso e il rimodellamento costrittivo risultano
inibiti.
I principali fenomeni responsabili dell’IH alla base della ristenosi intra-
stent sono la spiccata risposta inﬁammatoria del vaso coronarico, il rimo-
dellamento della matrice extracellulare e quello della componente cellulare
del vaso, causato da un inadeguato equilibrio tra proliferazione e morte per
apoptosi delle cellule muscolari lisce vascolari (VSMC) della tonaca media.
Per poter meglio comprendere il fenomeno dell’IH è importante soﬀermarsi
sulla struttura morfologica della parete vasale; questa è formata da tre strati:
le tonache intima, media e avventizia. La tonaca intima rappresenta lo strato
più interno ed è costituita da uno strato di cellule endoteliali (EC) che si
appoggia su uno strato di tessuto connettivo conosciuto come lamina elastica
interna (IEL), formato da collagene di tipo IV, laminina e proteoglicani. Lo
strato intermedio, tonaca media, è formato da SMC e ECM. Di solito le
arterie presentano una tonaca media più spessa di quella delle vene per la
presenza di un maggior numero di SMC e ﬁbre elastiche, che sono responsabili
del tono vascolare. Inﬁne lo strato più esterno è detto tonaca avventizia ed è
costituito da ﬁbroblasti, ECM, nervi e vasa vasorum.
Le EC sono indispensabili per il mantenimento dell’integrità e della fun-
zione della parete vascolare; infatti sintetizzano una molteplicità di elementi
vasoattivi che collaborano alle funzioni ﬁsiologiche della parete stessa. Lo
strato di cellule endoteliali secerne in modo continuo prostaciclina (PGI2) e
monossido di azoto (NO). Lo NO è il principale regolatore del tono vasomo-
torio e insieme alla PGI2 inibisce l’attivazione, l’adesione e l’aggregazione
piastrinica, fattore iniziale della formazione dell’IH. Inoltre ha una funzione
anti-inﬁammatoria poiché inibisce la secrezione di citochine e l’espressione di
molecole di adesione, come la molecola di adesione intracellulare (ICAM)-1 e
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la molecola di adesione vascolare (VCAM)-1 (Bath et al., 1991). Lo stress
provocato dal ﬂusso sanguigno sulle pareti vasali gioca un ruolo importante
nella produzione di NO da parte dell’ossido nitrico sintasi endoteliale (e-
NOS). Lo NO protegge gli elementi cellulari circostanti, comprese le SMC,
controbilanciando gli eﬀetti delle sostanze vasoattive prodotte dalle piastrine.
Un evento importante che avviene a livello della tonaca media è rappre-
sentato dall’interazione tra le VSMC e la ECM che mantiene le prime in uno
stato quiescente. Altri fattori che partecipano al mantenimento dello stato di
quiescenza delle SMC sono le molecole TGF (transforming growth factor)-β,
eparina e eparina-simili (Snow et al., 1990) che agiscono inibendo la loro
proliferazione e migrazione. Il danno da PTCA e stenting interrompe questo
equilibrio e induce la comparsa di un processo inﬁammatorio a livello dell’a-
rea vasale danneggiata con produzione di citochine, chemochine e fattori di
crescita che inducono una trasformazione delle VSMC dallo stato quiescente
ad uno stato proliferativo simil-ﬁbroblastico (vedi ﬁg. 1.2). La secrezione da
parte delle cellule inﬁammatorie di proteasi speciﬁche che degradano la ECM
favorisce la migrazione delle VSMC dalla tonaca media alla tonaca intima
dove vanno a costituire la cosiddetta neointima.
1.3.1 Iperplasia Neointimale
Il processo di IH è il risultato di una complessa sequenza di eventi risultanti
dall’iniziale danno da PTCA e impianto di stent, che coinvolge ogni tipo
di cellula presente nelle vicinanze della lesione vascolare (Wainwright et al.,
2001), tra cui VSMC, cellule endoteliali, piastrine e monociti. In tab. 1.1
sono riportati in ordine temporale gli eventi principali coinvolti nel processo
di IH dopo PTCA e stenting.
Per quanto riguarda l’inﬂuenza del danno vascolare sullo sviluppo dell’IH, è
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Tabella 1.1: Gli eventi cronologici coinvolti nell’iperplasia
neointimale dovuta a procedure di PTCA e stenting. Modiﬁcata
da Mitra et al. (2006).
L’intervento di PTCA e l’inserimento di stent causa danneggiamen-
to endoteliale.
↓
Le piastrine aderiscono alla parete vasale.
↓
Entro alcune ore si sviluppa un’evidente risposta inﬁammatoria
(già in parte pre-esistente).
↓
Le cellule che circondano l’area danneggiata iniziano ad andare
incontro ad apoptosi entro 1 h dal danno (l’apoptosi raggiunge il
picco approssimativamente dopo 6 h).
↓
L’inﬁammazione è ancora presente dopo 3 giorni.
↓
Dopo 24 h, le VSMC localizzate nella tonaca media iniziano a
sintetizzare il DNA.
↓
L’endotelio inizia a rigenerarsi a partire dalle estremità della zona
danneggiata.
↓
Dopo approssimativamente 4 giorni, la proliferazione delle VSMC
raggiunge il picco e le VSMC iniziano a migrare verso la tonaca
intima.
↓
L’espressione dei geni della ECM da parte delle VSMC inizia
approssimativamente dopo 7 giorni dal danno.
↓
La proliferazione neointimale delle VSMC continua per un periodo
che può estendersi ﬁno a 2 settimane.
↓
L’intima è ulteriormente ispessita dalla secrezione della ECM
costituita da elastina, collagene, glicoproteine e proteoglicani.
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Figura 1.2: Fattori che inducono i processi alla base della
ristenosi: danno endoteliale, aggregazione piastrinica, risposta
inﬁammatoria e trans-diﬀerenziazione delle VSMC.
stato dimostrato che esiste una correlazione positiva tra risposta inﬁammatoria
ed entità del danno vascolare iniziale (Schwartz et al., 1992). Infatti, la
dilatazione del vaso da parte del palloncino e il successivo posizionamento
dello stent provocano una de-endotelizzazione seguita dalla formazione di
uno strato di piastrine e ﬁbrina a livello del sito danneggiato. Il trombo così
formato costituisce un valido supporto per l’adesione e conseguente migrazione
dei monociti e leucociti plasmatici all’interno della parete vascolare dove, a
seguito di attivazione, secernono molecole inﬁammatorie, quali citochine e
fattori di crescita. Tali mediatori sono responsabili della trans-diﬀerenziazione
delle SMC della tonaca media che, a loro volta, assumono un fenotipo
indiﬀerenziato e riacquistano pertanto la capacità proliferativa e secernente
(vedi ﬁg. 1.3). A seguito della trasformazione, le VSMC risultano in grado
di proliferare e migrare dalla tonaca media all’intima poiché la funzione
motoria del citoscheletro viene attivata, i siti e le molecole di adesione vengono
modiﬁcati e la ECM viene degradata ad opera delle proteasi secrete da svariati
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tipi cellulari, quali le VSMC stesse. In particolare, in questa circostanza,
le più importanti proteasi sono rappresentate dalle metalloproteasi (MMP)
che sono implicate, oltre che nella degradazione della ECM, anche nella
modulazione di molecole biologicamente attive, quali citochine e fattori di
crescita.
A seguito di questa fase acuta post-traumatica, si ha una fase cronica in
cui le VSMC ormai migrate a livello intimale secernono una grande quantità
di matrice extracellulare che va a costituire la cosiddetta neointima.
Anche l’apoptosi delle VSMC, oltre alla proliferazione, è un processo che
aﬃanca tutte le fasi sopraelencate. Tuttavia quello che si nota è una sua pre-
valenza nelle prime ore a seguito del danno da PTCA. Pollman et al. hanno
osservato che il danno da distensione dovuto alla dilatazione del palloncino
rappresenta uno stimolo suﬃciente ad indurre la morte cellulare (Pollman
et al., 1999); altri stimoli che concorrono all’induzione dell’apoptosi provengo-
no dai mediatori umorali prodotti nella fase post-intervento. Ulteriormente,
Alcocer et al. hanno osservato, in un modello in vitro di vena safena umana,
che la formazione dell’IH è accompagnata da un aumento dell’apoptosi delle
VSMC a conferma di come la crescita cellulare e apoptosi siano due processi
strettamente correlati e di come gli oncogeni implicati nella progressione del
ciclo cellulare possano loro stessi indurre l’apoptosi (Alcocer et al., 2001).
Nei paragraﬁ successivi verranno analizzate tutte le fasi del processo iper-
plasico, a partire dalla cascata coagulativa post-intervento ﬁno alla formazione
della neointima.
1.3.1.1 Attivazione della cascata coagulativa
Il danno vascolare provoca l’esposizione del fattore tissutale (TF) alla
circolazione sanguigna, il quale porta all’attivazione della trombina. Il TF
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Figura 1.3: Processo di iperplasia neointimale conseguente
ad intervento di rivascolarizzazione.
è una glicoproteina della parete vasale che insieme ai monociti promuove
la cascata coagulativa legandosi al fattore VII della coagulazione. È stato
dimostrato (Huynh et al., 2001) che un aumento dell’espressione intimale
di TF precede lo sviluppo di IH a livello di graft venosi; infatti l’inibizione
dell’attività del TF riduce la risposta trombogenica e l’IH stessa. La trombina
attivata stimola la proliferazione delle SMC inducendo le piastrine a liberare
il fattore di crescita derivante dalle piastrine (PDGF), un potente mitogeno
per le SMC. La risultante dell’attivazione della trombina è rappresentata
dalla polimerizzazione della ﬁbrina.
1.3.1.2 Attivazione delle piastrine
L’attivazione delle piastrine rappresenta uno dei primi eventi che si scate-
nano in seguito al danno della parete vascolare ed è proporzionale al grado
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del danno intimale. Il danneggiamento delle EC espone l’endotelio al ﬂusso
sanguigno cosa che stimola l’adesione e l’aggregazione piastrinica. L’adesione
coinvolge il recettore piastrinico Gp1b, il fattore plasmatico di von Wille-
brand e la ﬁbronectina, mentre l’aggregazione richiede la presenza di fattori
tessutali, la ﬁbronectina, il fattore di von Willebrand e il recettore piastrinico
GpIIb-IIIa.
Le piastrine attivate producono numerose molecole biologicamente attive,
che promuovono i meccanismi proliferativi delle SMC; queste comprendono
fattori di crescita (PDGF, TGF-β), le citochine (interleuchina (IL)-6, -1 e
-8) e la trombina. In particolare è stato riportato che elevati livelli della
citochina IL-6 rappresentano un chiaro indice di ristenosi post-angioplastica
(Wainwright et al., 2001).
1.3.1.3 Reclutamento dei leucociti
L’insorgenza dell’inﬁammazione cronica è uno dei punti chiave del pro-
cesso di ristenosi. Il danno endoteliale indotto dallo shear stress del ﬂusso
provoca anche il reclutamento dei leucociti e la loro inﬁltrazione a livello
del sito danneggiato. Inizialmente i leucociti rotolano in modo scoordinato
sulle piastrine adese all’endotelio, successivamente oltrepassano la barriera
piastrinica per diapedesi migrando all’interno della parete vasale. L’accumulo
dei leucociti polimorfonucleati avviene nelle prime 6–24 h dopo il danno, a
diﬀerenza dei linfociti T e dei monociti che appaiono dopo 2–14 giorni e 3–8
giorni, rispettivamente.
Il reclutamento dei leucociti è indotto da sostanze chemo-attrattive, cito-
chine e chemochine, secrete dalle SMC, dalle EC e dalle cellule inﬁammatorie
stesse. L’IL-8 stimola il reclutamento dei neutroﬁli, mentre le altre citochine,
come IL-1 e IL-6, e il TNF (tumor necrosis factor)-α in associazione con le
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specie reattive dell’ossigeno, enzimi proteolitici e fattori di crescita, giocano
un ruolo signiﬁcativo nel modulare la risposta inﬁammatoria (Mitra et al.,
2006). L’adesione dei leucociti è favorita dall’aumentata espressione delle mo-
lecole di adesione ICAM-1 e VCAM-1, che si veriﬁca dopo 24–48 h dal danno,
in correlazione con l’aumentata adesione dei leucociti al vaso danneggiato
(Wainwright et al., 2001).
1.3.1.4 Proliferazione e migrazione delle SMC
In risposta ai processi descritti, le SMC vanno incontro ad una modula-
zione fenotipica passando da uno stato contrattile quiescente ad uno stato
proliferativo mobile, che stimola la loro migrazione a livello della tonaca
intima dove costituiscono l’elemento cellulare predominante nei processi di
aterosclerosi e di IH della ristenosi (Mitra et al., 2006). I maggiori fattori
che si considerano coinvolti in questo processo sono i fattori di crescita, le
citochine, le proteine della ECM e i recettori di superﬁcie.
La proliferazione rappresenta la fase critica della formazione di una
neointima; a partire dal 7◦ ﬁno al 30◦ giorno in seguito al danno endoteliale,
la proliferazione delle SMC porta ad una loro invasione a livello dell’intima
che per questo subisce una profonda alterazione strutturale.
I meccanismi biochimici coinvolti nell’attivazione delle SMC e nel loro
ingresso nel ciclo cellulare non sono tuttora noti, ma sono conosciute le
molecole che contribuiscono alla propagazione della proliferazione delle SMC:
il PDGF, il fattore di crescita insulino-simile (IGF)-1, la trombina, il fattore
di crescita ﬁbroblastico (FGF), il fattore di crescita endoteliale vascolare
(EVGF), il TGF-β, il TNF-α e le citochine IL-1 e IL-6 (Wainwright et al.,
2001), i quali vengono secreti dalle altre cellule coinvolte nella formazione
della neointima, quali leucociti, macrofagi, linfociti T e piastrine attivate.
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Una ri-endotelizzazione del sito danneggiato causa una cessazione della
proliferazione delle VSMC, probabilmente per la ripristinata attività anti-
proliferativa dello NO e dell’eparina. Inoltre, questa situazione, associata
all’aumentato rilascio di PDGF e TGF-β, determina a livello intimale un’au-
mentata secrezione di collagene, elastina e proteoglicani da parte delle VSMC
migrate, provocando un aumento del volume neointimale totale (Mitra et al.,
2006).
1.3.2 Apoptosi
L’apoptosi o ‘morte cellulare programmata’ è un processo ﬁsiologico im-
portante sia durante lo sviluppo fetale che per l’omeostasi tissutale nell’adulto;
il suo ruolo principale è quello di eliminare cellule anormali o potenzialmente
dannose all’organismo. Può insorgere in seguito a diversi stimoli e dipende
dalla ricezione di molteplici segnali intracellulari ed extracellulari, che por-
tano all’attivazione di secondi messaggeri, a loro volta attivatori di proteasi
intracellulari speciﬁche (Dragovich et al., 1998).
La morte per apoptosi permette alla cellula di morire senza provocare
un vero e proprio processo inﬁammatorio; i segni caratteristici includono
cambiamenti nella composizione della membrana plasmatica, perdita di volu-
me, perdita della membrana mitocondriale, condensamento della cromatina e
frammentazione del DNA. La cellula si rompe in piccoli frammenti circon-
dati da membrana (corpi apoptotici), che sono rapidamente fagocitati dai
macrofagi tessutali impedendo così l’insorgenza del processo inﬁammatorio.
Una mancanza della regolazione del processo apoptotico causa una rot-
tura del equilibrio sopravvivenza-morte, provocando l’insorgenza di diverse
patologie, come il cancro, la neurodegenerazione e la Sindrome da Immuno-
deﬁcienza Acquisita (AIDS), la ristenosi, situazioni tutte caratterizzate o da
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Figura 1.4: Processo apoptotico: via estrinseca e via
intrinseca.
un’iperattivazione o da una soppressione della morte cellulare programmata
(Reed, 2000).
Esistono due principali vie attraverso cui il processo apoptotico può
essere attivato (vedi ﬁg. 1.4): la prima è detta via estrinseca o via recettore-
dipendente ed è dovuta all’interazione di molecole di morte cellulare, quali
il TNF e il Fas, con gli speciﬁci recettori di morte; la seconda è detta via
intrinseca recettore-indipendente o via mitocondriale ed è conseguente a
diversi tipi di stress applicati sulla cellula (Gupta, 2001). Esiste inoltre una
terza via di attivazione, meno conosciuta, che è indotta da un danno al DNA;
è in parte regolata da proteine come p53 e ha come risultato, analogamente
alle altre vie, l’attivazione degli speciﬁci eﬀettori del processo apoptotico.
Dopo attivazione, il processo apoptotico vede coinvolti molti fattori,
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tra cui ritroviamo la famiglia delle cisteina proteasi chiamate caspasi, il
citocromo c, Apaf (Apoplectic protease activating factor)-1, la famiglia di Bcl
(B cell leukemia/limphoma)-2 e il fattore fattore che induce l’apoptosi (AIF).
Inoltre esistono fattori che hanno il compito di inibire l’apoptosi e tra questi
ritroviamo alcuni componenti della famiglia di Bcl-2 e le Heat Shock Proteins
(HSP).
1.3.2.1 Via estrinseca o recettore-dipendente
La via estrinseca viene attivata per legame di molecole di morte cellulare,
quali il TNF e il ligando Fas (FasL o CD95L), con gli speciﬁci recettori
di morte cellulare (death receptors) quali il recettore per il tumor necrosis
factor (TNFR) e il Fas (CD95); questi contengono un’omologa sequenza
citoplasmatica, il dominio di morte cellulare (DD), che induce una cascata di
eventi intracellulare che porta all’apoptosi.
La via di attivazione Fas/FasL gioca un ruolo importante nello sviluppo e
nel funzionamento del sistema immunitario. Questa funzione viene utilizzata
per eliminare le cellule T auto-reattive nel timo, i linfociti attivati alla ﬁne
di una risposta immunitaria e le cellule infettate da virus o tumorigeniche.
Il FasL è una proteina di membrana omotrimerica di tipo II di 40 kDa.
Rispetto al suo recettore Fas, che è costitutivamente espresso in una grande
quantità di tipi cellulari, l’espressione del ligando Fas è molto limitata. Il
legame di FasL con lo speciﬁco recettore induce, sul versante citoplasmatico,
il reclutamento di una molecola citoplasmatica contenente anch’essa un DD,
il dominio di morte cellulare associato a Fas (FADD). Il FADD contiene
inoltre un dominio DED (Death Eﬀector Domain) che si lega ad un analogo
dominio della pro-caspasi 8, la quale è presente nel citoplasma in forma di
precursore. Il DD del recettore, il FADD e la pro-caspasi 8 costituiscono un
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complesso detto complesso del segnale che induce la morte cellulare (DISC), il
quale è necessario per attivare i successivi messaggeri della via apoptotica. La
pro-caspasi 8 subisce un taglio proteolitico a formare la caspasi 8 che funziona
da enzima per l’attivazione delle caspasi eﬀettrici quali 3, 6 e 7, che sono
presenti nel citoplasma in forma di zimogeno inattivo. Le caspasi eﬀettrici
attive a loro volta tagliano una serie di substrati citoplasmatici e nucleari, che
includono PARP (poly ADP-ribose polymerase), responsabile della riparazione
del DNA, la proteina chinasi DNA-dipendente (DNA-PK), responsabile del
ciclo cellulare e ICAD (Inhibitor of Caspase Activated DNAse); il taglio di
ICAD a formare CAD (Caspase Activated DNAse) porta alla migrazione di
CAD nel nucleo dove degrada il DNA cromosomico (Gupta, 2001).
Analogamente al ligando Fas, il TNF è una citochina pleiotropica mag-
giormente prodotta dai macrofagi e dalle cellule T. Stimola la proliferazione,
esercita un’attività citolitica e citostatica sulle cellule tumorali, induce ri-
sposte inﬁammatorie e anti-virali e regola le risposte immuni. Media la sua
azione biologica legandosi sia al TNFR-I che al TNFR-II, recettori omologhi a
livello dei domini extracellulari ma diﬀerenti nella porzione citoplasmatica. È
stato recentemente mostrato che entrambi i recettori possono essere coinvolti
nell’apoptosi (Gupta, 2001). In seguito al legame con il TNF, il TNFR-I
va incontro a trimerizzazione e conseguente reclutamento di una proteina, il
dominio di morte cellulare associato con il TNFR (TRADD), responsabile
del reclutamento di altre molecole, come il FADD, il fattore associato al
TNFR (TRAF)-2 e il RIP (Receptor Interactive Protein). Il RIP stimola
una via che induce l’attivazione del fattore nucleare κB (NF-κB), mentre il
FADD media l’attivazione della via apoptotica attraverso il reclutamento e
l’attivazione delle caspasi eﬀettrici (Gupta, 2001). TRAF-2 e RIP attivano
NIK (NF-κB-inducing kinase), che a sua volta attiva IKK (inhibitor of I-κB
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kinase), che fosforila I-κB; il risultato è la sua degradazione e rilascio di
NF-κB, che trasloca nel nucleo e attiva una serie di geni. È stato anche
dimostrato un coinvolgimento di NF-κB sia nell’indurre che nel prevenire
l’apoptosi (Gupta, 2001).
1.3.2.2 Via intrinseca o mitocondriale
Una serie di stimoli, come gli agenti chemioterapeutici, le radiazioni
ultraviolette, le molecole che inducono stress (specie reattive dell’ossigeno
e dell’azoto), inducono l’apoptosi per via mitocondriale, una via recettore-
indipendente. Il mitocondrio è un organulo costituito da due compartimenti:
la matrice, circondata da una membrana interna, e lo spazio intermembrana,
circondato da una membrana esterna.
La membrana interna contiene diverse molecole, come l’ATP sintasi e
il trasportatore dell’adenina; in condizioni ﬁsiologiche queste molecole par-
tecipano alla catena respiratoria creando un potenziale di membrana. La
membrana esterna contiene canali anionici voltaggio-dipendenti. Bcl-2 è
localizzato sulla membrana esterna e gioca un ruolo importante nel manteni-
mento del potenziale mitocondriale. Diversamente, lo spazio intermembrana
contiene il citocromo c, alcune pro-caspasi e l’AIF.
La via apoptotica mitocondriale prevede la permeabilizzazione della mem-
brana esterna del mitocondrio con conseguente rilascio delle molecole con-
tenute nello spazio intermembrana. In particolare, il rilascio di citocromo
c rappresenta la tappa iniziale della via mitocondriale. Quest’ultima è ﬁne-
mente regolata dalla famiglia di proteine Bcl-2 che comprende sia membri
pro-apoptotici che anti-apoptotici. I componenti pro-apoptotici Bax, Bak,
Bad, Bid e Bim mediano l’attivazione della via apoptotica attraverso la
formazione di complessi oligomerici a livello della membrana mitocondriale
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esterna destabilizzando il potenziale di membrana e favorendo la lisi del
mitocondrio. In condizioni di stress, il membro Bad viene attivato e risulta
così in grado di traslocare a livello della membrana esterna dove interagisce
con i componenti anti-apoptotici Bcl-2 e Bcl-xL inibendoli e provocando la
permeabilizzazione del mitocondrio. Ulteriormente, la caspasi 8, attivata
nella via estrinseca, è in grado di attivare il membro Bid che trasloca nella
membrana esterna, causando il rilascio di citocromo c. Questo rappresenta un
punto fondamentale di convergenza tra le due vie di attivazione dell’apoptosi.
A seguito della lisi mitocondriale, il citocromo c, nel citosol, è in grado di
interagire con Apaf-1 che in presenza di ATP o dATP, assume una confor-
mazione in grado, a sua volta, di associarsi con la pro-caspasi 9 a formare
il complesso chiamato Apoptosoma. Questa interazione facilita il processo
di auto-proteolisi della pro-caspasi 9 che diviene così attiva e capace, a sua
volta, di attivare la pro-caspasi 3. Quest’ultima qualora attiva è in grado di
migrare a livello dell’involucro nucleare e di processare diversi substrati che a
loro volta sono implicati nel processo di induzione dell’apoptosi.
Altre proteine localizzate nello spazio intermembrana, oltre al citocromo c,
possono indurre l’apoptosi attraverso una via indipendente dalle caspasi. Per
esempio il fattore AIF, qualora rilasciato nel citoplasma, viene trasportato al
nucleo dove è in grado di provocare indirettamente la frammentazione del
DNA e la condensazione della cromatina, eventi iniziali della via apoptotica.
1.3.3 Meccanismi Immunologici
Il meccanismo d’azione dei macrofagi, delle EC e dei loro prodotti di
secrezione promuove e propaga la risposta inﬁammatoria; le molecole di
adesione espresse dalle piastrine e dalle EC attivate interagiscono con i
leucociti, che sono attratti a livello dell’area danneggiata. Anche i monociti
1. Introduzione
sono richiamati nell’area danneggiata, a livello della quale si diﬀerenziano in
macrofagi tessutali per eﬀetto del fattore stimolante le colonie di macrofagi (M-
CSF). I macrofagi posseggono sulla superﬁcie recettori scavenger attraverso
i quali mediano il trasporto delle LDL ossidate. I macrofagi sono un esempio
di cellula presentante l’antigene (APC) e quindi sono in grado di indurre una
risposta immunitaria T-cellulare: presentano alle cellule T CD8+, per mezzo
delle molecole MHC-I, le sequenze peptidiche di derivazione intracellulare e
alle cellule T CD4+, tramite le molecole MHC-II, i frammenti peptidici di
origine extracellulare.
1.3.3.1 I linfociti T
I linfociti T sono stati identiﬁcati a livello di lesioni aterosclerotiche umane:
nelle fasi precoci predominano le cellule T CD8+, mentre in quelle tardive le
T CD4+. In seguito all’attivazione da parte dell’antigene, alcune cellule T
divengono cellule memoria, caratterizzate dall’espressione delle molecole di
superﬁcie CD44 e CD45RO.
Le cellule CD8+, dette T citotossiche (Tc), esercitano la loro funzione
sfruttando la citotossicità delle perforine e del recettore Fas e producendo una
molteplicità di citochine; mentre le cellule T CD4+, chiamate T helper (Th),
inducono la risposta immunitaria non solo con la produzione di citochine
ma anche attraverso interazioni cellula-cellula tramite il ligando CD40. I
linfociti Th si suddividono a loro volta in Th1 e Th2; i Th1 secernono la
citochina pro-inﬁammatoria interferone (IFN)-γ, che provoca un aumento del-
l’espressione delle molecole MHC e della processazione dell’antigene; sebbene
l’IFN-γ inibisca la proliferazione delle SMC, induce l’espressione di CD40,
che promuove l’interazione cellule-cellula. Le cellule Th2 producono l’IL-4,
sebbene la sua azione sia notevolmente inferiore a quella dell’IFN-γ.
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1.3.3.2 I linfociti B
Il coinvolgimento dei linfociti B nel processo di iperplasia neointimale
è stato dimostrato in modelli animali (Mitra et al., 2006), sebbene la loro
presenza non sia stata rilevata a livello delle lesioni ateromasiche umane.
Titoli elevati di anticorpi diretti contro gli antigeni associati all’ateroma sono
stati tuttavia individuati sia in modelli animali che in campioni umani di
tessuto.
Sebbene il ruolo dei linfociti B rimanga sconosciuto, sembra che esercitino
la loro funzione in due modi: producendo plasmacellule che secernono anticor-
pi diretti contro gli antigeni associati all’ateroma e comportandosi da potenti
APC. In seguito all’internalizzazione, la processazione dell’antigene è seguita
da un coinvolgimento delle molecole MHC che permettono la presentazione
alle cellule T.
1.4 Modelli sperimentali di ristenosi
1.4.1 Modelli sperimentali animali in vivo
Per riprodurre il danno da rivascolarizzazione, che si veriﬁca nell’uomo
in seguito a procedure di PTCA, sono stati sviluppati modelli sperimentali
di danno vascolare, sia in vivo in animali da esperimento, sia ex vivo, che
permettono di determinare, in condizioni controllate, la patogenesi e di
testare le possibili strategie terapeutiche. Come modelli di ristenosi, vengono
utilizzati il ratto, il coniglio e il maiale, sebbene esistano notevoli limitazioni
allo studio in modelli animali per le numerose diﬀerenze con il modello umano
(Pasterkamp et al., 2000). Ad esempio, risulta diverso il tempo necessario
per lo sviluppo del rimodellamento costrittivo: nel maiale si sviluppa in
un massimo di 6 settimane dopo PTCA (de Smet et al., 1998), mentre
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nell’uomo le arterie mostrano un rimodellamento positivo nel primo mese
e un rimodellamento costrittivo rilevato tra 1 e 6 mesi dopo l’intervento
(Kimura et al., 1997). Inoltre la proliferazione delle SMC contribuisce in
modo più rilevante alla formazione della neointima nei modelli animali che
nei modelli di arterie coronariche umane ristenotiche (O’Brien et al., 1993).
Anche l’importanza del ruolo dei vari mediatori biochimici coinvolti
nell’IH può diﬀerire tra le varie specie: gli inibitori dell’enzima di conversione
dell’angiotensina (ACE) e gli antagonisti dei recettori dell’angiotensina II
inibiscono la formazione di neointima dopo PTCA in modelli di ratto (Pratt
and Dzau, 1996), ma risultano ineﬃcaci in modelli di maiale o coniglio (Huckle
et al., 2001), rivelando la diversa importanza del sistema renina-angiotensina
in specie diverse per quanto riguarda questa situazione.
Altre diﬀerenze riguardano le proprietà farmacocinetiche o le dosi dei
farmaci che nei modelli animali, in genere, risultano molto elevate, tali da
produrre importanti eﬀetti collaterali se somministrate all’uomo (Pratt and
Dzau, 1996). Queste discrepanze fra i modelli animali e l’uomo potrebbero
spiegare perché le strategie terapeutiche, eﬃcaci nell’animale, non abbiano
gli stessi eﬀetti beneﬁci nell’uomo (Narayanaswamy et al., 2000).
1.4.2 Modelli ex vivo
Le colture cellulari di SMC e le colture tessutali di anelli vascolari rap-
presentano i modelli ex vivo più usati. Anche se le condizioni di coltura
sono ben lontane da quelle ﬁsiologiche, i vasi isolati costituiscono uno dei
modelli ex vivo più usati per lo studio della ristenosi dopo PTCA (Cable
et al., 1999; Pasterkamp et al., 2000). Mentre le colture cellulari consentono
di analizzare un unico tipo cellulare isolato dalla ECM della tonaca intima,
gli anelli vascolari riproducono una sezione del vaso a tutto spessore. In un
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modello ex vivo di vena safena umana, Alcocer et al. hanno riprodotto una
condizione di IH in cui è stato possibile studiare il coinvolgimento dei processi
di proliferazione e morte per apoptosi delle VSMC (Alcocer et al., 2001).
In modelli animali sono possibili studi direttamente sulle arterie coronarie,
mentre nell’uomo gli studi sono limitati ai vasi periferici, come vene safene e
mammarie. In quanto nel modello animale è stato osservato che la risposta al
danno, causato dall’intervento di PTCA, risulta essere diversa tra le arterie
coronarie e le arterie periferiche (Ward et al., 2000), un’estensione dei risultati
dai modelli animali all’uomo potrebbe risultare inadeguata. Tuttavia questo
tipo di studio consente di valutare in maniera più speciﬁca e controllata i
diversi parametri sperimentali. Inoltre, in caso di trattamenti farmacologici,
questo modello permette di valutare i possibili eﬀetti delle sostanze utilizzate
direttamente sul vaso trattato.
1.5 Agenti regolatori della ristenosi
Molte sostanze biologicamente attive sono coinvolte nel processo di riste-
nosi. Queste sostanze sono gli eﬀettori dei principali meccanismi di ristenosi
e la loro modulazione può avere eﬀetti positivi nel limitare i processi alla base
della ristenosi post-angioplastica e, quindi, nel determinare una riduzione
dell’incidenza di questo evento.
1.5.1 Osteopontina e integrine
L’osteopontina (OPN) è una glicoproteina fosforilata della matrice extra-
cellulare che è implicata in una serie di meccanismi ﬁsiologici e patologici,
come il mantenimento dell’integrità tissutale durante i processi inﬁammato-
ri, il rimodellamento osseo indotto da stress, le calciﬁcazioni distroﬁche, la
ristenosi coronarica, la metastatizzazione tumorale (Denhardt et al., 2001),
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la necrosi del miocardio, l’aterosclerosi, la stenosi aortica, la ﬁbrosi tubulo-
interstiziale renale e l’iperplasia neointimale arteriosa; inoltre è coinvolta
nella difesa dalle infezioni e nella guarigione delle ferite (Giachelli et al.,
1995). Questa fosfoproteina è stata identiﬁcata per la prima volta nel 1979
(Panda et al., 1997), inizialmente a livello osseo ma successivamente ritrovata
anche nel rene, nel cervello, nell’orecchio interno e in diverse cellule epiteliali.
Questa proteina viene secreta da un’ampia varietà di tipi cellulari quali ma-
crofagi attivati, leucociti, linfociti T attivi, per questo anche chiamata early
T cell activation gene (Eta)-1 (Gravallese, 2003), osteoblasti, SMC, cellule
endoteliali microvascolari e cardiomiociti. L’OPN è trascritta da un singolo
gene situato sul cromosoma 4 nell’uomo, sul cromosoma 5 nel topo e sul
cromosoma 8 nel maiale (Denhardt and Guo, 1993). È una proteina di circa
300 aminoacidi altamente fosforilata e glicosilata; possiede un dominio di
legame arginina-glicina-acido aspartico (RGD), due siti di legame eparinici,
un sito di attacco per la trombina e un sito di legame per il calcio (vedi
ﬁg. 1.5). Durante i processi di rimodellamento e di riparazione delle ferite, la
scissione dell’OPN da parte della trombina e di altre proteasi, come le metal-
loproteinasi di matrice 3 e 7, genera due frammenti funzionali (Standal et al.,
2004), una parte N-terminale contenente il dominio RGD responsabile della
sua funzione di proteina di adesione e una parte C-terminale che interagisce
con le varianti del recettore CD44; il frammento C-terminale contiene anche
i due siti di legame eparinici.
L’OPN è in grado di mediare importanti interazioni cellula-matrice e
cellula-cellula attraverso il legame con speciﬁci recettori, quali le integri-
ne αv(β1,β3 o β5) e (α4,α5,α8 o α9)β1, grazie all’azione del frammento N-
terminale contenente il dominio RGD. Questi recettori costituiscono una
famiglia di glicoproteine eterodimeriche che agiscono da recettori di super-
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Figura 1.5: Caratteristiche della struttura dell’OPN.
Modiﬁcata da (Denhardt et al., 2001).
ﬁcie e attivano direttamente o indirettamente vie di segnale intracellulari
(Denhardt et al., 2001).
L’OPN, in particolare attraverso la sua interazione con le integrine αvβ3,
sembra mediare alcuni processi alla base della ristenosi post-PTCA, quali
la migrazione delle SMC dalla tonaca media, l’invasione della ECM e la
proliferazione delle SMC nell’intima provocando la riocclusione del vaso
(Giachelli et al., 1995; Isoda et al., 2002; Panda et al., 1997). In seguito a
PTCA, a livello dell’area danneggiata, si osservano solitamente alti livelli di
OPN in associazione con aree di intensa proliferazione. Infatti, nelle VSMC
costituenti la neointima molto spesso si osserva un aumento signiﬁcativo
dell’espressione di mRNA e della sintesi di OPN che coincide anche con
l’alterazione del fenotipo, l’invasione della neointima e la proliferazione delle
VSMC.
Analogamente, l’OPN è stata ritrovata espressa anche nelle placche ate-
rosclerotiche umane dove viene sintetizzata da macrofagi, VSMC e cellule
endoteliali. Al contrario, in condizioni ﬁsiologiche, si rilevano bassi livelli di
OPN nei vasi (Panda et al., 1997).
L’attività adesiva, chemiotattica e proliferativa dell’OPN è mediata dalle
integrine αvβ3 localizzate sulla superﬁcie delle VSMC. Studi su modello ani-
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male che utilizzano anticorpi anti-OPN hanno mostrato infatti una riduzione
nell’ispessimento dell’intima dopo PTCA, dovuta all’inibizione dell’eﬀetto
chemiotattico esercitato dall’OPN sulle SMC della tonaca media (Liaw et al.,
1997).
È stato inﬁne osservato un forte aumento dei livelli plasmatici di OPN
dopo PTCA (Panda et al., 1997); in questo modo si forma un gradiente
crescente di OPN dalla tonaca media verso il lume vasale, dove si ha la più
alta concentrazione di OPN. Questo potrebbe spiegare il motivo per cui le
SMC migrano dalla loro sede abituale verso l’intima, che si trova in prossimità
degli alti livelli circolanti di OPN. In questa sede, l’OPN interagisce con
le VSMC come fattore autocrino o paracrino e ne promuove la migrazione.
Quindi, le SMC, giunte nell’intima, stimolate ulteriormente dall’OPN, iniziano
a secernere nuova matrice e continuano a proliferare causando la formazione
di una nuova stenosi vasale.
1.5.2 Interleuchina-6
Le citochine giocano un ruolo importante nelle malattie cardiovascolari
inducendo inﬁammazione, proliferazione cellulare e apoptosi (Hojo et al.,
2000). I macrofagi attivati rappresentano una delle principali fonti di citochine
inﬁammatorie; altri tipi cellulari in grado di secernere citochine sono le
VSMC attivate e le EC (Hojo et al., 2000). L’espressione delle citochine
pro-inﬁammatorie quali IL-6 e -8 è indotta durante le fasi acuta e cronica
conseguenti a PTCA a causa della produzione di sostanze vasoattive, della
formazione del trombo piastrinico e dell’induzione di altri fattori di crescita,
quali il FGF-β, il PDGF, il IGF-1 e il TGF-β.
L’IL-6 è una citochina che regola le risposte umorali e cellulari e gioca un
ruolo centrale nell’inﬁammazione e a seguito del danno tissutale. Fa parte
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della famiglia di citochine che comprende, oltre ad essa, l’IL-11, il fattore
neutroﬁco ciliare, la cardiotropina (CT)-1 e l’oncostatina M. L’interazione
dell’IL-6 con il suo speciﬁco recettore, IL-6R, induce una cascata di eventi
intracellulari che iniziano con l’associazione di due molecole di gp130 e
l’attivazione di tirosina-chinasi intracellulari (JAK).
Gli stimoli che possono indurre un aumento del rilascio di IL-6 dopo
PTCA sono lo stress meccanico, il danno vascolare e l’ipossia. In questo
contesto, nell’uomo è stato osservato (Hojo et al., 2000) che la PTCA indu-
ce un signiﬁcativo aumento della concentrazione plasmatica dell’IL-6 nella
circolazione coronarica dei pazienti; tale evento può essere responsabile, a
livello locale nel vaso sottoposto a intervento, di una risposta inﬁammatoria
e avere un ruolo importante nel processo tardivo di ristenosi dopo PTCA.
Infatti è stata riscontrata una correlazione positiva tra l’aumento del livello
plasmatico di IL-6 e lo sviluppo della ristenosi (Hojo et al., 2000). Quindi, si
può ipotizzare che l’IL-6, funzionando di per sé come una chemochina, induce
la migrazione (Wang and Newman, 2003) e stimola la proliferazione delle
VSMC, fattori chiave dell’inﬁammazione vascolare cronica (Klouche et al.,
1999).
1.5.3 Endoteline e recettori
Nel 1985 (Hickey et al., 1985) è stato mostrato che l’endotelio vascolare è
in grado di produrre e secernere un peptide con azione vaso-costrittrice a lungo
termine. Questo peptide è stato isolato e sequenziato da cellule endoteliali
coltivate e chiamato endotelina (ET) (Yanagisawa et al., 1988). Sono state
identiﬁcate 3 isoforme, contenenti ciascuna 21 aminoacidi e chiamate ET-1,
ET-2 ed ET-3.
L’ET-1 è l’isoforma predominante a livello vascolare e rappresenta il più
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potente agente vasocostrittore endogeno; la sua attività è stata mostrata
(Sirous et al., 2001) essere mediata dalla protein chinasi-C. L’ET-1 presenta
anche proprietà mitogene; è in grado di inﬂuenzare l’omeostasi idro-salina e di
stimolare vari sistemi, tra cui il sistema renina-angiotensina. È codiﬁcata da
un gene situato sul cromosoma 6 (Xu et al., 1994) e la sequenza del peptide
maturo è codiﬁcata a livello del secondo esone. La prepro-endotelina-1, un
peptide di 212 aminoacidi, è il prodotto iniziale del gene; in seguito alla
rimozione di una corta sequenza, si forma la pro-endotelina-1, che viene
successivamente processata a formare un peptide di 38 aminoacidi, chiama-
to big-endotelina (Big-ET)-1 (Yanagisawa et al., 1988), che si ritrova nella
circolazione periferica. La sua forma matura è ottenuta dal taglio enzima-
tico del pro-ormone Big-ET-1 mediante l’azione dell’enzima di conversione
dell’endotelina (ECE), appartenenti alla famiglia delle metalloproteasi. È
stato suggerito che la valutazione delle concentrazioni plasmatiche di Big-ET-1
possa costituire un ulteriore marker non invasivo di mortalità in pazienti
con patologia pregressa, basandosi sull’assunzione che i livelli plasmatici di
Big-ET-1 riﬂettano la sovrapproduzione di ET-1 più accuratamente dei livelli
circolanti della forma biologicamente attiva. Come per altri peptidi con atti-
vità biologica, l’ET-1 viene metabolizzata rapidamente e, data la sua azione
paracrina, i livelli circolanti possono risultare molto bassi, mentre quelli dei
precursori inattivi sono spesso molto più elevati. La sintesi di ET-1 è indotta
da diversi stimoli, quali ormoni vaso-attivi, fattori di crescita, shear stress,
lipoproteine, radicali liberi, endotossine e ciclosporine; diversamente la sua
produzione è inibita da una serie di agenti quali lo NO, i peptidi natriuretici,
l’eparina e le prostaglandine (Giannessi et al., 2001) (vedi ﬁg. 1.6).
Le endoteline sono prodotte da una varietà di tessuti e cellule, ma l’e-
spressione delle tre isoforme è tessuto-speciﬁca. Le cellule endoteliali sono
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la principale fonte di ET-1. L’ET-1 è inoltre prodotta dai cardiomiociti, dal
sistema renale, dal sistema nervoso centrale e dalle VSMC aortiche (Levin,
1995).
L’ET-1 svolge un ruolo importante in malattie correlate con il sistema
cardiovascolare agendo come fattore paracrino e come ormone circolante nella
regolazione del tono vascolare. La generazione endogena dell’ET-1 sembra
contribuire al mantenimento del tono vascolare basale nei soggetti sani e alla
resistenza vascolare periferica nei pazienti con scompenso cardiaco (Giannessi
et al., 2001). L’ET-1 può, altresì, aumentare l’azione di alcuni fattori neu-
roendocrini promovendo la conversione dell’angiotensina I in angiotensina II,
come osservato nelle colture cellulari (Kawaguchi et al., 1990) o aumentando
la sintesi di adrenalina (Cao and Banks, 1990) e aldosterone (Boarder and
Marriott, 1989). Inoltre, concentrazioni ﬁsiologiche di ET-1 aumentano la
risposta biologica alle catecolamine. Per quanto riguarda i livelli circolanti,
nei soggetti aﬀetti da scompenso cardiaco le concentrazioni di endotelina
sono circa 2-3 volte più elevate rispetto ai soggetti di controllo (Giannessi
et al., 2001).
Le azioni biologiche dell’endotelina sono mediate da due tipi di recettori,
entrambi identiﬁcati e clonati (Sakurai et al., 1990), denominati ET-A e
ET-B, localizzati sulle SMC e sulle cellule endoteliali. È stata caratterizzato
un altro recettore, chiamato ET-C (Karne et al., 1993); è presente nelle cellule
di diversi tessuti, ma non in quelli umani, ed è speciﬁco per l’ET-3.
I recettori ET-A e ET-B presentano la struttura tipica dei recettori accop-
piati alle proteine G: hanno sette eliche transmembrana separate da tre anse
extracellulari e tre citoplasmatiche, una regione C-terminale citoplasmatica e
una lunga regione N-terminale extracellulare.
Lo mRNA dell’ET-A è maggiormente espresso nelle SMC, nei cardiomio-
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Figura 1.6: Regolazione della sintesi e meccanismo d’azione
dell’endotelina 1. Modiﬁcata da (Giannessi et al., 2001).
citi, ma non nelle cellule endoteliali; questo recettore media principalmente
l’azione vasocostrittiva dell’ET-1, ma è responsabile anche della proliferazione
delle SMC e dell’ipertroﬁa cellulare (Noori and Kabbani, 2003). Diversa-
mente, lo mRNA dell’ET-B è maggiormente espresso nelle cellule endoteliali,
dove media la vasodilatazione attraverso il rilascio di NO e prostacicline,
ma è comunque presente nelle VSMC, dove media la vasocostrizione; è inol-
tre coinvolto nella clearance dell’ET-1, nell’inibizione dell’ECE-1 e nella
sopravvivenza delle cellule endoteliali.
Nell’uomo l’espressione di ET-1 e del suo recettore ET-A risultano aumen-
tati nel seno coronarico in seguito a PTCA, suggerendo un loro coinvolgimento
in questa condizione. In questo contesto, in un modello in vivo di coniglio,
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è stato osservato (Barolet et al., 2001) che la somministrazione esogena di
ET-1 in seguito a danno da PTCA causa un aumento dei livelli di collagene e
iperplasia intimale. In un modello di arteria coronaria di maiale (Katwa et al.,
1999), l’ET-1 induce la sintesi di collagene di tipo I e in caso di ristenosi la
sua espressione e quella del recettore ET-A risultano aumentate a livello del-
l’area del danno. Nel ratto sottoposto a PTCA (Pham et al., 2002) il blocco
dell’azione dell’ET-1, a livello della conversione della Big-ET-1, attraverso
un’inibitore dell’ECE, induce una riduzione della proliferazione neointimale
carotidea, mostrando quindi un’ulteriore conferma del possibile coinvolgimen-
to dell’ET-1 nella ristenosi. Inﬁne l’osservazione che antagonisti recettoriali
dell’ET-1 per il recettore ET-A riducono l’ispessimento neointimale conferma
il coinvolgimento dell’ET-1 endogena nell’iperplasia intimale che si veriﬁca in
seguito a PTCA (Noori and Kabbani, 2003).
1.5.4 Caspasi
Il processo apoptotico è un complesso di eventi guidato da una famiglia
di cisteina-proteasi, chiamate caspasi (CASP). Le caspasi sono state identiﬁ-
cate per la prima volta nel nematode Caenorhabditis elegans, dove è stato
osservato che il gene ced-3 è necessario per la morte cellulare programmata
durante lo sviluppo (Geske and Gerschenson, 2001). Il ced-3 è l’omologo
dell’enzima di conversione dell’interleuchina 1β (ICE) o caspasi 1 presente
nei mammiferi, una proteasi responsabile della conversione della pro-forma
dell’IL-1β nella forma attiva; ciò suggerisce che le proprietà di induzione di
morte cellulare di ced-3 dipendano da un’attività proteolitica. Allo stesso
tempo, una sovra-espressione di ICE è stata ritrovata in caso di apoptosi
nelle cellule ﬁbroblastiche (Miura et al., 1993), confermando che l’apoptosi
nei mammiferi comporta la proteolisi delle proteine cellulari. Ulteriori studi
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(Wolf and Green, 1999) hanno portato all’identiﬁcazione di altre caspasi e
ad oggi quelle note sono in totale 14, di cui solo 7 sembrano coinvolte nel
processo apoptotico. In base al loro ruolo biologico, le caspasi possono essere
classiﬁcate in 3 gruppi funzionali (Geske and Gerschenson, 2001):
• caspasi iniziatrici (initiators): comprendono le caspasi 2, 8, 9 e 10;
• caspasi eﬀettrici(executioners): rappresentate dalle caspasi 3, 6 e 7;
• caspasi coinvolte nel processo inﬁammatorio (cytokine processors):
rappresentate dalle caspasi 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14.
Più recentemente, delezioni di geni target delle caspasi hanno mostrato un
ruolo eﬀettivo di queste proteasi nel processo apoptotico e nell’inﬁammazione.
Nell’animale, l’assenza delle caspasi 3, 8 o 9 porta a morte in condizioni
perinatali per uno sviluppo anomalo dovuto alla completa assenza di morte
cellulare programmata durante lo sviluppo (Green, 1998). In modo simile, la
delezione del gene per la caspasi 1 in Drosophila causa letalità nella larva e
promuove lo sviluppo di tumori melanotici (Song et al., 1997).
L’analisi della sequenza e i risultati ottenuti dalla cristallograﬁa a raggi X
suggeriscono che tutte le caspasi presentano una struttura comune. Le caspasi
sono sintetizzate intracellularmente come precursori inattivi (Geske and
Gerschenson, 2001) e ogni zimogeno contiene un pro-dominio N-terminale di
lunghezza variabile, una grande subunità contenente un sito attivo di cisteina
entro un motivo conservato QACXG e una piccola subunità C-terminale. Un
sito di scissione, contenente una molecola di aspartato, separa il pro-dominio
dalla grande subunità, mentre un inter-dominio di legame, contenente uno o
due siti di taglio presentanti una molecola di aspartato, separano la grande e
la piccola subunità (Wolf and Green, 1999). L’attivazione di queste proteasi
è indotta da un taglio proteolitico che separa il pro-peptide N-terminale dalle
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due subunità catalitiche che interagiscono l’una con l’altra a formare un
dimero. Un’analisi della struttura cristallina ha rivelato che le caspasi attive
sono formate da 2 eterodimeri che interagiscono tra di loro tramite la piccola
subunità per formare un eterotetramero attivo con due siti catalitici (Nunez
et al., 1998) (vedi ﬁg. 1.7). Il pro-dominio delle caspasi varia in lunghezza e
sequenza; lunghi pro-domini funzionano come integratori di segnali apoptotici
e pro-inﬁammatori e contengono motivi che promuovono la loro interazione
con le molecole attivatrici (Wolf and Green, 1999). Le proteasi iniziatrici
presentano un lungo pro-peptide costituito da unità adattatrici capaci di farle
interagire con gli elementi coinvolti nell’apoptosi, quali i recettori di morte
cellulare e il mitocondrio; di solito queste unità contengono diversi domini,
quali i domini DED e dominio di reclutamento delle caspasi (CARD), che
mediano, per via indiretta, l’interazione del pro-dominio delle caspasi con
domini presenti sui recettori di morte cellulare, come i DD. Il compito delle
caspasi iniziatrici è quello di legare, a livello di siti di riconoscimento speciﬁci,
e attivare le caspasi eﬀettrici che sono caratterizzate da un breve pro-dominio;
questo suggerisce che questi ultimi enzimi agiscano successivamente nella
cascata proteolitica (Nunez et al., 1998).
Esistono diversi substrati su cui le caspasi eﬀettrici attivate vanno ad
agire durante il processo apoptotico: tuttora ne sono stati identiﬁcati circa 60
e tra di essi troviamo molecole strutturali come le proteine del citoscheletro,
actina e fodrina, e le proteine costituenti l’involucro nucleare (Geske and
Gerschenson, 2001); il taglio di queste proteine è coinvolto nei cambiamenti
morfologici citoplasmatici e nucleari che avvengono nell’apoptosi. Il PARP e
la DNA-PK vengono anch’essi scissi, quindi inibiti, suggerendo un’ulteriore
via di morte cellulare programmata che esula dalla comune apoptosi.
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Figura 1.7: Processo di attivazione delle caspasi: formazione
di un eterodimero attivo.
L’attivazione delle caspasi è inoltre implicata nella degradazione del DNA.
Nel 1997, Vaux et al. hanno scoperto che gli estratti citoplasmatici di caspasi-
attivata possono indurre la frammentazione inter-nucleosomica del DNA
quando aggiunti a nuclei isolati (Vaux et al., 1997). Gli autori suggeriscono
anche che le caspasi attivate stimolino altre proteine citoplasmatiche che sono
responsabili della frammentazione del DNA. Infatti nel 1998 (Enari et al.,
1998) è stata identiﬁcata una proteina di 40 kd, CAD, che ha la capacità
di frammentare il DNA. CAD è complessata con un’altra proteina, ICAD
di 32 kd. In seguito all’attivazione dell’apoptosi, ICAD viene tagliato dalle
caspasi e separato dal CAD, risultando nell’attivazione del CAD stesso e
nella frammentazione del DNA; la caspasi implicata in questo processo è
la caspasi 3 (Wolf et al., 1999). Questi studi sono stati condotti sulla linea
cellulare MCF-7, che presenta una delezione di 47 pb nel gene per la caspasi 3
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(CASP-3) e l’assenza della proteina funzionale; le cellule non vanno incontro a
frammentazione del DNA in seguito a stimolazione apoptotica, ma l’aggiunta
del gene CASP-3 funzionante ripristina la capacità di queste cellule di andare
incontro a tagli inter-nucleosomali (Geske and Gerschenson, 2001).
Diversi studi sopra riportati hanno stabilito che le caspasi sono eﬀettori
essenziali dell’apoptosi. Un mancato controllo del processo apoptotico può
promuovere diverse condizioni patologiche: una scarsa presenza del processo
per inattivazione delle caspasi può comportare oncogenesi per accumulo cellu-
lare; una sovra-reattività delle caspasi promuove il suicidio cellulare e questo
può costituire la base per malattie degenerative come la Corea di Huntington e
la malattia di Alzheimer (Wolf and Green, 1999). Un netto aumento del tasso
apoptotico potrebbe essere causato da abbassamento della soglia apoptotica,
aumento della stimolazione apoptotica o da una combinazione di questi due
eventi. Dal punto di vista molecolare, un’aumentata espressione delle caspasi
e degli elementi apoptotici o una riduzione dell’espressione degli inibitori delle
caspasi potrebbe aumentare l’attività delle caspasi stesse e quindi favorire la
progressione del processo apoptotico.
Diversi studi, su modelli animali in vivo (Bochaton-Piallat et al., 1995;
Pollman et al., 1999), suggeriscono che il processo di morte cellulare pro-
grammata guidata dalle caspasi, indotto da un danno vascolare, potrebbe
essere un importante fattore determinante del rimodellamento vascolare, della
formazione di una neointima e, da ultimo, della ristenosi.
1.5.5 Famiglia di Bcl (B Cell Leukemia)-2
La regolazione delle via mitocondriale di attivazione dell’apoptosi è regola-
ta prevalentemente dai membri della famiglia di Bcl-2. Le proteine di questa
famiglia sono altamente conservate nell’evoluzione dei metazoi, con omologhi
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ritrovati nei mammiferi, pesci, uccelli e anﬁbi così come negli invertebrati
quali C. elegans, Drosophila e le spugne marine. Sono stati individuati 20
membri di questa famiglia, suddivisi in due gruppi in base alla funzione svolta
nell’apoptosi (Reed, 2000):
• componenti pro-apoptotici: Bak, Bax, Bad, Bid, Bim, Bik, Hrk, Bcl-xS,
p193, Bcl-G, Nip3, Nix e altri;
• componenti anti-apoptotici: Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bﬂ-1, Bcl-W e altri.
La quantità o attività relativa dei membri pro- e anti-apoptotici della
famiglia di B cell leukemia/limphoma (Bcl)-2 stabilisce la deﬁnitiva sensi-
bilità o resistenza delle cellule a diversi tipi di stimoli apoptotici, quali la
mancanza di fattori di crescita, l’ipossia, le radiazioni, i farmaci anti-tumorali,
gli ossidanti e il sovraccarico di Ca2+ (Reed, 2000). Alterazioni nella quantità
totale di queste proteine sono state associate con una serie di condizioni
patologiche, caratterizzate da accumulo o perdita di cellule; queste condizioni
comprendono il cancro, le malattie autoimmuni, l’immunodeﬁcienza associata
ad infezione da HIV e il danno da riperfusione durante l’infarto del mio-
cardio. Ad esempio, nella maggior parte dei linfomi non-Hodgkin e in altri
tumori, il gene di Bcl-2 (anti-apoptotico) risulta attivato e sovra-espresso a
seguito di una traslocazione cromosomica (Reed et al., 1996). Analogamente,
mutazioni con perdita di funzione sono state identiﬁcate per il gene di Bax
(pro-apoptotico) in diversi tumori e l’analisi di topi knock-out per il gene
di Bax hanno indicato che questo rappresenta un soppressore tumorale in
vivo. La trascrizione dei geni di Bax è inoltre indirettamente regolata da p53
(Miyashita and Reed, 1995), che costituisce un ulteriore punto di connessione
tra questo soppressore tumorale e l’apoptosi.
Per quanto riguarda la struttura tridimensionale, le proteine della famiglia
di Bcl-2 possono essere divise in due sottogruppi: un sottogruppo ha una
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struttura simile a quella dei domini di formazione dei pori delle tossine
batteriche; queste proteine-canale comprendono sia componenti anti- che pro-
apoptotici. Molti di questi fattori possono essere riconosciuti per l’omologia
delle sequenze aminoacidiche conservate, che comprendono domini di omologia
con Bcl-2 (BH), come BH1, BH2, BH3 e talvolta BH4 (Reed, 2000). L’altro
sottogruppo sembra avere in comune solo la presenza del dominio BH3 (vedi
ﬁg. 1.8); comprende solo proteine pro-apoptotiche la cui attività di induzione
di morte cellulare dipende dalla loro capacità di dimerizzare con i membri
anti-apoptotici, funzionando da inibitori di proteine come Bcl-2 e Bcl-xL; in
questo contesto, è stato dimostrato il coinvolgimento del dominio BH3 nel
mediare questa dimerizzazione. Questo dominio consiste in una α-elica di 16
aminoacidi che si inserisce in un sito idrofobico sulla superﬁcie delle proteine
anti-apoptotiche. Mutazioni nel dominio BH3, che privano questi fattori della
loro capacità di legare gli altri membri della famiglia, sopprimono inoltre la
loro capacità di indurre l’apoptosi.
Molte proteine della famiglia di Bcl-2 sono costitutivamente localizzate sul-
le membrane mitocondriali, mentre altre si distribuiscono su questo organulo
in risposta a speciﬁci stimoli. Bcl-2 è una proteina di membrana, localizzata
sulla membrana esterna del mitocondrio, sulla membrana del reticolo endo-
plasmico e sull’involucro nucleare ed il suo dominio NH2-terminale è esposto
verso il citosol. Come molti altri membri della sua famiglia, Bcl-2 ha un domi-
nio idrofobico COOH-terminale che permette la sua inserzione nella superﬁcie
citosolica delle membrane intracellulari (Burlacu, 2003). Diversamente, in
condizioni normali Bid, Bim e Bad si ritrovano nel citosol; Bid per essere
funzionale deve essere attivato dalla caspasi 8 che rimuove i 52 aminoacidi
N-terminali ed espone il dominio BH3 e il core idrofobico necessario per il suo
inserimento nelle membrane mitocondriali (Reed, 2000). Quest’attivazione da
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Figura 1.8: Struttura dei due sottogruppi della famiglia di
Bcl-2: 1. sottogruppo caratterizzato dalla presenza di domini di
BH, quali BH1, BH2, BH3 e in alcuni casi BH4; 2. sottogruppo
caratterizzato dalla presenza del solo dominio BH3. Modiﬁcato
da (Cory and Adams, 2002).
parte della caspasi 8 rappresenta un punto di connessione tra la via estrinseca
e la via intrinseca di apoptosi.
Una caratteristica importante dei membri della famiglia di Bcl-2 è la
loro capacità di formare eterodimeri, che suggerisce la presenza di una com-
petizione neutralizzante tra queste proteine (Burlacu, 2003). I componenti
pro-apoptotici formano complessi oligomerici che si inseriscono nelle mem-
brane mitocondriali, provocando la formazione di canali e la fuoriuscita del
contenuto mitocondriale. La proteina Bad, nel citosol, viene defosforilata e
diviene in grado di formare complessi con le proteine Bcl-2 e Bcl-xL antagoniz-
zando la loro azione anti-apoptotica; diverse proteine chinasi, come la protein
chinasi A (PKA), anche detta Akt, la protein chinasi B (PKB), Raf1, Rsk1
e Pak1 fosforilano Bad inattivandolo e inibendo la sua dimerizzazione con i
componenti anti-apoptotici (Reed, 2000). I componenti anti-apoptotici hanno
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Figura 1.9: Meccanismi d’azione della famiglia di Bcl-2 a
livello mitocondriale.
il compito di inibire i membri pro-apoptotici formando complessi e bloccando
il loro inserimento nella membrana mitocondriale. I fattori principali che
fuoriescono dal mitocondrio e sono implicati nell’apoptosi sono il citocromo
c, le caspasi 2, 3 e 9 , sequestrate nel mitocondrio in alcuni tipi di cellule,
l’AIF, una ﬂavoproteina implicata nelle manifestazioni nucleari dell’apoptosi
caspasi-indipendente, e Smac, inibitore dell’inibitore dell’apoptosi (IAP) (ve-
di ﬁg. 1.9). Tutte queste proteine sono codiﬁcate entro il genoma nucleare,
trasportate nel mitocondrio e conservate nello spazio tra le membrane interna
ed esterna, aspettando un loro rilascio nel citosol per rottura della membrana
esterna.
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1.5.6 Heat Shock Proteins
Le HSP rappresentano un gruppo di circa 24 proteine aventi sequenze
altamente omologhe tra le diverse specie viventi, dai batteri all’uomo, ad
eccezione di alcune specie di archebatteri. In base al loro peso molecolare,
vengono raggruppate in diverse famiglie poligeniche: Hsp10, small HSP
(sHSP), Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 e Hsp110. Le Hsp10, Hsp60 e Hsp70
sono localizzate nel mitocondrio, mentre le altre in condizioni ﬁsiologiche sono
presenti nel citoplasma e nel nucleo (Xu, 2002). Alcune di esse sono espresse
costitutivamente mentre altre risultano inducibili in seguito all’esposizione a
svariati tipi di stress. Le HSP ad alto peso molecolare, quali Hsp90, Hsp70
e Hsp60 sono proteine ATP-dipendenti e l’ATP è necessario per modiﬁcare
la loro conformazione; diversamente, le HSP a basso peso molecolare (small
HSP), come la Hsp27, sono proteine ATP-indipendenti (Parcellier et al.,
2003).
Queste proteine sono state osservate per la prima volta intorno agli anni
sessanta (Ritossa and Vonborstel, 1964), sottoponendo cellule di ghiandola
salivare di Drosophila Melanogaster a shock termico: un aumento della
temperatura di circa 5 ◦C rispetto alla normale temperatura di crescita
portava all’attivazione di una serie di geni e quindi alla produzione di proteine
che di conseguenza vennero chiamate Heat Shock Proteins (Benjamin and
McMillan, 1998); successivamente è stato dimostrato che l’induzione dei geni
di questa superfamiglia è legata anche ad altre situazioni di stress, quali stress
meccanico, infezioni, stress chirurgico, invecchiamento, ossidanti, stimolazione
di citochine, ipossia, radiazioni, ischemia, mancanza di glucosio, aumento di
calcio intracellulare e per questo motivo sono anche chiamate proteine da
stress (stress proteins).
Le HSP svolgono funzioni biologiche essenziali sia in condizioni ﬁsiologiche
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che in condizioni di stress. Tra le principali funzioni si ricorda che esse:
• prevengono la formazione di aggregati proteici causata dall’esposizione
della cellula a diversi di stress e quindi sono responsabili dell’omeostasi
conformazionale delle proteine cellulari;
• funzionano da chaperones molecolari nella traslocazione di proteine
oligomeriche tra i vari organelli cellulari;
• mediano il corretto ripiegamento delle proteine nascenti nel citosol, nel
reticolo endoplasmico e nel mitocondrio;
• sono coinvolte nei processi di riparazione e degradazione proteica a
seguito dell’esposizione a shock termico;
• partecipano all’organizzazione e al mantenimento dell’architettura cel-
lulare;
• stabilizzano le membrane lipidiche;
• intervengono nei processi immunologici.
Le HSP sono abbondantemente espresse nelle cellule tumorali, in cui
possono partecipare all’oncogenesi inibendo l’apoptosi e limitando l’eﬃcacia
della terapia anti-tumorale (Jäättelä, 1999). È stato mostrato (Garrido et al.,
1998; Jäättelä, 1995) che la sovra-espressione sia di Hsp27 che Hsp72 aumenta
il potenziale tumorigenico in cellule di roditore; mentre la deplezione di Hsp72
favorisce la regressione tumorale (Gurbuxani et al., 2001).
La famiglia delle proteine Hsp70 rappresenta la classe più conservata e
più studiata. Le cellule umane contengono diversi membri di questa fami-
glia, tra cui Hsp72, inducibile in seguito a stress, Hsc70, costitutivamente
espressa, Hsp75, proteina mitocondriale, e GRP78, localizzata nel reticolo
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endoplasmico. In condizioni normali, le Hsp70 funzionano come molecole
chaperones facilitando il corretto ripiegamento di polipeptidi nascenti dai
ribosomi, l’assemblamento di complessi multiproteici e il trasporto di proteine
attraverso le membrane cellulari. In condizioni di stress, la sintesi della
proteina Hsp72 inducibile aumenta la capacità delle cellule di fronteggiare
l’aumentata concentrazione di proteine misfolded o denaturate (Parcellier
et al., 2003).
I membri della famiglia delle proteine Hsp90 comprendono gli chaperones
ATP-dipendenti Hsp90α, Hsp90β e Grp94 (Csermely et al., 1998). Le due
isoforme Hsp90, essenziali per la motilità delle cellule eucariotiche, sono
piuttosto abbondanti costitutivamente. Recentemente, è stato osservato
(Hartson and Matts, 1994; Nathan and Lindquist, 1995; Shaknovich et al.,
1992; Wartmann and Davis, 1994) che le proteine Hsp90 sono associate con
una serie di proteine segnale, come i fattori di trascrizione ligando-dipendenti
(recettore steroideo) e ligando-indipendenti (MyoD), le tirosina-chinasi (v-
Src) e le serina/treonina-chinasi (Raf-1) e il loro ruolo è di promuovere la
maturazione conformazionale di questi fattori di trascrizione e chinasi di
trasduzione del segnale.
La famiglia delle Hsp60 è anche detta delle chaperonine. La Hsp60 è una
proteina costitutiva localizzata principalmente nella matrice mitocondriale,
sebbene un 15–20% si ritrovi anche nel citosol. Le chaperonine partecipano
al ripiegamento delle proteine mitocondriali e facilitano la degradazione
proteolitica delle proteine misfolded o denaturate. La funzione di chaperone
è regolata dalla Hsp10, che lega la Hsp60 e regola la sua attività di legame
ATPasica (Bukau and Horwich, 1998).
Le HSP a basso peso molecolare (sHSP) comprendono Hsp27, p20, HspB3,
HspB2, HspB8, HspB9, cvHSP, α-A cristallina e α-B cristallina (Concannon
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et al., 2003); la Hsp27 è abbondantemente espressa in molti tipi di cellule
e tessuti in particolari stadi di diﬀerenziamento e sviluppo. La Hsp27 è
uno chaperone ATP-indipendente e protegge le cellule dall’aggregazione
proteica (Parcellier et al., 2003). L’oligomerizzazione della Hsp27 è un
processo dinamico che dipende dallo stato di fosforilazione della proteina e
dall’esposizione a stress (Garrido, 2002). La Hsp27 può essere fosforilata a
livello di 3 residui di serina e la sua defosforilazione aumenta la sua capacità
ad oligomerizzare; la fosforilazione è un processo reversibile catalizzato da
MAPKAP chinasi 2 e 3 in risposta a una varietà di stress, tra cui agenti
diﬀerenziativi, mitogeni, citochine inﬁammatorie come il TNFα e l’IL-1β, il
perossido di idrogeno e altri ossidanti.
La maggior parte delle HSP partecipa al processo di ripiegamento o al-
l’eliminazione di proteine misfolded, quindi interviene nella sopravvivenza
cellulare. Un altro eﬀetto protettivo delle HSP è correlato con la loro capacità
di interferire con le vie di attivazione del processo apoptotico; le HSP inter-
vengono nel controllo dell’apoptosi interagendo direttamente con le diﬀerenti
proteine apoptotiche (Parcellier et al., 2003) (vedi ﬁg. 1.10).
Le proteine Hsp27 e Hsp72 sono anti-apoptotiche (Garrido et al., 2001),
mentre il ruolo delle proteine Hsp90, Hsp60 e Hsp10 nel controllo dell’apoptosi
è più ambiguo e varia a seconda dello stimolo apoptotico (Parcellier et al.,
2003).
La proteina Hsp27 aumenta le difese anti-ossidanti della cellula aumen-
tando il contenuto cellulare di glutatione e neutralizzando gli eﬀetti tossici
delle proteine ossidate attraverso la sua attività di chaperone; il suo eﬀetto
citoprotettivo è ulteriormente dovuto alla capacità di legare e stabilizzare la
polimerizzazione dell’actina. Garrido et al. hanno dimostrato che la Hsp27,
come Bcl-2, può prevenire l’attivazione della pro-caspasi 9 e della pro-caspasi
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3 in cellule umane leucemiche esposte a farmaci anti-tumorali (Garrido et al.,
1999); tuttavia, a diﬀerenza di Bcl-2, non si contrappone al rilascio di ci-
tocromo c e di AIF da parte del mitocondrio. L’eﬀetto anti-apoptotico di
questa proteina è dovuto alla sua azione inibitoria sul citocromo c rilasciato
nel citosol; la Hsp27 non inibisce la traslocazione di AIF al nucleo e quin-
di non blocca le modiﬁcazioni nucleari da questo indotte (Garrido et al.,
2001). L’interazione con il citocromo c permette di prevenire la formazione
dell’apoptosoma. In aggiunta Pandey et al. hanno dimostrato che la Hsp27
inibisce l’attivazione della caspasi 3 interagendo con la pro-caspasi 3 in estratti
cellulari di cellule 293T (Pandey et al., 2000a). Inoltre la Hsp27 agisce sul
recettore di morte cellulare Fas; l’attivazione di questo recettore è responsa-
bile sia dell’attivazione dell’apoptosi caspasi-mediata che dell’attivazione di
Daxx, proteina di morte cellulare capace di indurre, lei stessa, apoptosi senza
reclutamento delle caspasi (Charette et al., 2000). La forma fosforilata della
Hsp27 è capace di interrompere la via di morte cellulare di Daxx inibendo
direttamente questa proteina.
Analogamente alla Hsp27, la proteina inducibile Hsp72 è in grado di
proteggere le cellule da una serie di stimoli letali, comprendenti gli stimoli
che inducono l’apoptosi caspasi-dipendente. È stato riportato (Buzzard et al.,
1998) che elevati livelli di Hsp72 inibiscono sia l’attivazione delle caspasi che
i cambiamenti nucleari associati all’apoptosi. Nella via intrinseca di attiva-
zione dell’apoptosi, una sovra-espressione di Hsp72 non inibisce il rilascio di
citocromo c dal mitocondrio, ma blocca l’attivazione della caspasi 3 (Li et al.,
2000); questo è dovuto alla capacità della Hsp72 di interagire direttamente
con il fattore Apaf-1 attraverso il suo dominio ATPasico. Questa interazione
inibisce l’ulteriore reclutamento della caspasi 9 e quindi la conseguente for-
mazione dell’apoptosoma. Inoltre la Hsp72 può impedire la morte cellulare
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in presenza di inibitori esogeni delle caspasi (Creagh et al., 2000) o in cel-
lule con delezione del gene che codiﬁca per Apaf-1 (Ravagnan et al., 2001);
questo eﬀetto anti-apoptotico è correlato alla capacità di questa proteina
di interagire e quindi neutralizzare gli eﬀetti apoptogenici del fattore AIF.
Inoltre Alcocer et al. hanno osservato una correlazione inversa fra i livelli
di Hsp72 e il tasso di apoptosi nelle VSMC di vena safena e ipotizzato che
un’induzione (up-regulation) dell’apoptosi sia accompagnata da un’inibizione
(down-regulation) nell’espressione della Hsp72 (Alcocer et al., 2001).
Diversamente, la proteina Hsp90 in alcuni casi stimola l’apoptosi, in altri
la inibisce e ciò probabilmente dipende dal tipo di stimolo apoptotico iniziale
a cui la cellula è sottoposta. Galea-Lauri et al. hanno osservato in una
linea di cellule monoblastiche che una sovra-espressione di Hsp90 aumenta il
tasso di apoptosi indotto dal TNFα in presenza di cicloeximide (Galea-Lauri
et al., 1996); mentre, nello stesso tipo di cellule, la Hsp90 blocca l’apoptosi
indotta dalla staurosporina e inibisce l’attivazione delle caspasi in estratti
citosolici trattati con citocromo c (Pandey et al., 2000b). Quest’ultimo
eﬀetto è dovuto alla capacità della Hsp90 di interagire con Apaf-1, impedendo
l’oligomerizzazione di questa molecola con la pro-caspasi 9. Inoltre la Hsp90
interagisce e stabilizza la chinasi RIP-1, una proteina capace di mettere in
relazione i recettori di morte cellulare con l’attivazione di NF-κB, fattore
anti-apoptotico (Lewis et al., 2000).
Inﬁne, le forme mitocondriale e citosolica delle proteine Hsp60 e Hsp10
hanno eﬀetti opposti sull’apoptosi. Due gruppi di lavoro (Samali et al., 1999;
Xanthoudakis et al., 1999) hanno osservato che le Hsp60 e Hsp10 rilasciate
dal mitocondrio favoriscono l’attivazione della pro-caspasi 3 e quindi hanno
un ruolo pro-apoptotico. Mentre per la Hsp60 citosolica è stata descritta una
funzione anti-apoptotica; una riduzione dell’espressione di Hsp60, usando
1. Introduzione
Figura 1.10: Regolazione del processo apoptotico da parte
delle HSP. Modiﬁcata da (Concannon et al., 2003; Garrido
et al., 2001; Parcellier et al., 2003).
oligonucleotidi anti-senso, induce l’apoptosi in cardiomiociti e la transfezione
di Hsp60 o Hsp10 aumenta la sopravvivenza di queste cellule in seguito a
danno da riperfusione (Kirchhoﬀ et al., 2002; Lin et al., 2001).
Molti eventi chiave necessari per l’esecuzione e la regolazione del pro-
gramma apoptotico includono alterazioni nella conformazione proteica, mul-
timerizzazione proteica e cambiamenti nella localizzazione e nel turnover
proteico. Tutti questi parametri sono soggetti a regolazione da parte delle
HSP; pertanto la regolazione mediata dalle HSP del processo apoptotico
probabilmente costituisce un meccanismo citoprotettivo fondamentale sia in
condizioni ﬁsiologiche che di stress.
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1.5.7 Metallo-Proteasi
Le MMP costituiscono una famiglia di proteasi extracellulari che parte-
cipano alla degradazione di tutti i componenti della matrice extracellulare
durante processi di rimodellamento tessutale sia ﬁsiologico che patologico.
Fino ad oggi, nei vertebrati, sono state identiﬁcate 24 diﬀerenti MMP,
di cui 23 sono state ritrovate anche nell’uomo. Generalmente le MMP sono
costituite da una sequenza segnale, un pro-dominio, un dominio catalitico
che presenta un atomo di Zinco, una regione di legame e un dominio per
l’emopexina. Per la loro stabilità richiedono la presenza di Ca2+ e necessitano
di un pH neutro. Vengono sintetizzate in forma di precursore e richiedono
attivazione per svolgere attività proteolitica (Ikeda and Shimada, 2003). Le
MMP vengono secrete dalle cellule nello spazio extracellulare o risultano
ancorate alla membrana plasmatica (Visse and Nagase, 2003). Le principali
fonti di MMP sono le cellule inﬁammatorie, le cellule vascolari e i macrofagi
attivati che a loro volta secernono citochine che inducono l’espressione delle
MMP nelle cellule vascolari.
In base alla speciﬁcità e alle strutture primaria e terziaria, la famiglia
delle MMP può essere suddivisa in cinque gruppi (vedi ﬁg. 1.11): il primo
gruppo comprende le collagenasi MMP-1, MMP-8 e MMP-13, in grado di
legare e degradare il collagene di tipo I, II e III; il secondo gruppo è costituito
dalle gelatinasi MMP-2 (gelatinasi A) e MMP-9 (gelatinasi B), che utilizzano
come substrato i diversi tipi di collagene denaturato, le gelatine; il terzo
gruppo è rappresentato dalle stromelisine MMP-3 (stromelisina 1), MMP-
10 (stromelisina 2) e MMP-11, così chiamate perché in grado di reagire
con una larga scala di componenti della matrice extracellulare, tra cui i
proteoglicani, la ﬁbronectina, l’elastina e diversi tipi di collagene; il quarto
gruppo comprende le matrilisine quali MMP-7 (matrilisina 1) e MMP-26
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(matrilisina 2), che mancano del dominio per l’emopexina e sono in grado di
processare diverse molecole di superﬁcie (ligando Fas, pro-TNF-α, E-caderina)
e componenti della matrice extracellulare; inﬁne il quinto gruppo è formato
dalle metalloproteasi di membrana (MT-MMP), che sono capaci di degradare
diversi componenti della matrice extracellulare e di attivare le altre MMP.
La MMP-2 è espressa principalmente nelle cellule mesenchimali durante
lo sviluppo e la rigenerazione tissutale ed è secreta come un proenzima di
72 kDa. La sua azione è associata a quella di molte cellule connettivali come
i neutroﬁli, i macrofagi e i monociti. La MMP-9 è secreta come proenzima di
92 kDa da parte dei monociti, macrofagi, neutroﬁli, cheratinociti, ﬁbroblasti,
osteoclasti, condrociti, cellule endoteliali e vari tipi di cellule tumorali.
Le MMP pienamente attivate possono essere inibite dall’interazione con
speciﬁci inibitori, quali gli inibitori tissutali delle MMP (TIMP). Tuttora la
famiglia dei TIMP consiste in quattro membri strutturalmente correlati, quali
TIMP-1, -2, -3 e -4. Questi si legano non covalentemente alle MMP attive
in rapporto 1:1. L’inibizione è dovuta alla loro capacità di interagire con
l’atomo di Zinco situato a livello del sito di legame entro il dominio catalitico
delle MMP. Mentre il TIMP-1 inibisce l’attività della maggior parte delle
MMP, eccetto la MMP-2, il TIMP-2 è un potente inibitore eccetto che per
la MMP-9; il TIMP-3 si lega alle MMP-1, -2, -3 e -9; il TIMP-4 inibisce le
MMP-1, -3, -7 e -9 (Creemers et al., 2001).
La regolazione delle MMP può avvenire a tre diversi livelli (vedi ﬁg. 1.12):
• a livello trascrizionale, dove le MMP possono essere stimolate da una
varietà di citochine e fattori di crescita, come l’IL-1, il TNF-α, il fattore
di crescita epidermico (EGF) e il PDGF;
• a livello dell’attivazione del precursore inattivo, dove è richiesta l’attività
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di proteinasi come la plasmina, la tripsina, l’elastasi e la callicreina che
rimuovono il pro-peptide N-terminale;
• a livello dell’inibizione da parte dei TIMP.
Il contatto diretto cellula-cellula sembra essere un altro fattore che inﬂuen-
za l’espressione delle MMP, soprattutto nelle placche aterosclerotiche; infatti
sembra che le cellule T attivate stimolino l’espressione di MMP-1, MMP-3,
MMP-9 e MMP-11 nei macrofagi e nelle VSMC (Schönbeck et al., 1997). Lee
et al. hanno dimostrato che le interazioni tra i monociti e le VSMC stimolano
la secrezione di MMP-1 e MMP-3 nelle VSMC stesse (Lee et al., 1995).
Le MMP risultano coinvolte nelle principali condizioni patologiche vasco-
lari caratterizzate da rimodellamento della parete vasale, quali l’aterosclerosi,
lo sviluppo di lesioni ristenotiche e la rottura della placca aterosclerotica
(Galis and Khatri, 2002). In questo contesto, i principali stimoli che regolano
l’espressione e l’attivazione delle MMP sono il rimodellamento vascolare, il
danno vasale, l’inﬁammazione e lo stress ossidativo.
Due processi caratteristici della ristenosi dopo PTCA sono il turnover
dei diversi tipi di collagene e il successivo accumulo di questi nel corso di
formazione della neointima. In seguito a PTCA, è stato osservato (Sierevogel
et al., 2003) un transitorio aumento dell’espressione e dell’attività delle MMP
a livello di mRNA, di proteina e concentrazione plasmatica nella circolazione
periferica.
In un modello di ratto, in seguito a PTCA carotidea, è stata osservata
una correlazione tra l’attività della MMP-2 e il grado di migrazione delle
VSMC (Bendeck et al., 1994). Successivamente, in arterie carotidi di maiale
sottoposto a intervento coronarico percutaneo (PCI), un’induzione dell’attivi-
tà della MMP-2 è risultata parallela al processo di migrazione delle VSMC
(Southgate et al., 1996). In un modello di coniglio, in seguito a PTCA, è stata
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Figura 1.11: Domini funzionali delle diverse classi di MMP.
Modiﬁcato da (Creemers et al., 2001).
Figura 1.12: Principali meccanismi di regolazione delle MMP.
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osservata una rapida induzione dell’espressione della MMP-9 dopo danno
vascolare (Feldman et al., 2001).
Analogamente, in un modello ex vivo di vena safena umana, coltivata in
presenza di siero fetale (George et al., 1997), è stato osservato un aumento
signiﬁcativo dell’espressione delle MMP-9 e -2, associato con un alto tasso di
proliferazione delle VSMC.
In deﬁnitiva, questi studi ex vivo e in vivo, suggeriscono che aumentati
livelli di MMP, in seguito a PTCA, possano indurre un rimodellamento
vascolare e una ristenosi tardiva promovendo la digestione della ECM e la
migrazione delle VSMC.
1.5.8 Monossido di azoto
Lo NO è stato identiﬁcato nel 1980 ed è uno dei fattori con azione
vasodilatante prodotti dall’endotelio in condizioni normali. Lo NO è prodotto
a partire dalla L-arginina per azione di uno speciﬁco enzima chiamato ossido
nitrico sintasi (NOS). Esistono tre tipi di NOS e sono costituiti da un
dominio di ossidazione e uno di riduzione; due di questi, l’e-NOS e l’ossido
nitrico sintasi cerebrale (b-NOS), sono costitutivamente espressi nelle cellule
e sintetizzano lo NO in risposta ad un aumento di Calcio o in caso di shear
stress. La terza forma è rappresentata dall’ossido nitrico sintasi inducibile
(i-NOS), espressa costitutivamente solo in alcuni tessuti, quali l’epitelio
polmonare, e sintetizzata in risposta a mediatori pro-inﬁammatori (citochine
e lipopolisaccaridi).
Lo NO può interagire con il processo di ristenosi a vari livelli poiché
ha un eﬀetto inibitorio sull’aggregazione e sull’adesione piastrinica e sulla
proliferazione delle VSMC; inoltre, sembra esercitare un eﬀetto beneﬁco sul
rimodellamento dell’arteria.
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In modelli animali di formazione della neointima (Jeremy et al., 1999),
dove la proliferazione e la migrazione delle VSMC sono gli eventi centrali,
l’attività dell’enzima NOS e il rilascio di NO sono notevolmente ridotti. In
questo contesto, in un modello in vivo di topo sottoposto a PTCA, è stata
osservata una perdita dell’espressione dell’enzima costitutivo e-NOS.
Quando la L-arginina viene somministrata ad animali, prima della de-
nudazione endoteliale, il grado di successiva IH risulta notevolmente ridot-
to rispetto a quello osservato negli animali di controllo che non ricevono
L-arginina (Bauters et al., 1996).
Inoltre, è stato osservato che una locale sovra-espressione dell’enzima
e-NOS inibisce l’IH in risposta sia alla denudazione dell’arteria carotidea nel
ratto, sia a PTCA su coronarie nel maiale. In maiali, transfettati con un
vettore contenente il gene umano di e-NOS, in arterie coronarie sottoposte
a PTCA, si osserva una riduzione nella formazione della neointima e una
marcata dilatazione arteriale rispetto agli animali trasfettati con un vettore
di controllo (Varenne et al., 1998).
1.5.9 Angiotensina II
L’angiotensina II è il principale eﬀettore del sistema renina-angiotensina-
aldosterone. È prodotta sia sistemicamente (ormone endocrino) che local-
mente nella parete vasale (fattore paracrino e autocrino) per azione della
renina, che converte l’angiotensinogeno in angiotensina I, processata a formare
l’angiotensina II da parte dell’ACE (Unger, 2002).
L’angiotensina II è implicata sia in una serie di risposte ﬁsiologiche, quali
il bilancio idrosalino, la pressione sanguigna e il tono vascolare, che nella pato-
genesi di diverse malattie cardiovascolari associate con crescita delle VSMC e
inﬁammazione della parete vasale, quali l’ipertensione, l’aterosclerosi, lo scom-
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penso cardiaco e la ristenosi conseguente a procedure di rivascolarizzazione
(Berk, 1999). L’angiotensina II stimola la crescita delle VSMC e l’espressione
di enzimi coinvolti nella produzione dei mediatori dell’inﬁammazione.
Le azioni dell’angiotensina II sono mediate da due tipi di recettori, il
recettore per l’angiotensina II di tipo 1 (AT1) ed il recettore per l’angiotensina
II di tipo 2 (AT2), che sono distribuiti in modo eterogeneo nei tessuti periferici
e nel cervello (Unger, 2002). L’attivazione del recettore AT1 da parte dell’an-
giotensina II comporta vasocostrizione, crescita cellulare, ossidazione, ﬁbrosi
e angiogenesi. Diversamente, le azioni dell’angiotensina II dall’interazione
con AT2 sono in genere vantaggiose e contrapposte a quelle mediate da AT1
(Williams, 2001); queste attività includono vasodilatazione, inibizione della
ﬁbrosi e soppressione dell’angiogenesi.
A livello cardiaco, sia in vitro che in vivo, l’angiotensina II induce ipertroﬁa
dei cardiomiociti, accumulo di collagene da parte dei ﬁbroblasti cardiaci e
aumento della massa ventricolare sinistra mediante l’attivazione del recettore
AT1. In diversi modelli murini di ipertensione (Lijnen and Petrov, 1999a,b),
bloccanti del recettore per l’angiotensina o inibitori dell’enzima ACE hanno
mostrato una riduzione della massa ventricolare sinistra e dell’accumulo di
collagene.
Un’importante caratteristica del rimodellamento vascolare indotto dall’i-
pertensione è l’ipertroﬁa delle VSMC. Studi in vitro hanno mostrato (Zafari
et al., 1998) che l’angiotensina II induce l’ipertroﬁa cellulare e che questa
azione dipende dall’attivazione della NADH/NADPH ossidasi che comporta
la formazione del perossido di idrogeno; l’aumento dei livelli di perossido è
interrotto dal blocco del recettore AT1. Quindi l’angiotensina II è capace
di indurre la crescita vascolare alterando lo stato di ossido-riduzione delle
cellule in un processo mediato dal recettore AT1.
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È stata osservata un’attivazione del sistema renina-angiotensina (peptidi
e recettori) nel tessuto vascolare dopo PTCA; tuttavia non è stata anco-
ra chiarita l’origine dell’angiotensina II prodotta localmente, che regola la
proliferazione delle SMC e, quindi, contribuisce all’IH (Dietz et al., 1998).
1.6 Trattamenti farmacologici di potenziale appli-
cazione nella ristenosi dopo PTCA
I dispositivi utilizzati più comunemente nella cardiologia interventistica
sono gli stent coronarici. Gli stent coronarici sono dispositivi medici con
struttura tubolare a maglia metallica che vengono collocati per mezzo di un
catetere all’interno di arterie stenotiche ed hanno il compito di ripristinare la
normale circolazione sanguigna. Introdotti allo scopo di risolvere il problema
del ritorno elastico dell’arteria in seguito a PTCA, svolgono essenzialmente
un’azione meccanica di mantenimento del lume di passaggio. Quando l’azione
meccanica dello stent non è suﬃciente oppure nel caso in cui si voglia evitare
la possibilità del veriﬁcarsi di una ristenosi l’utilizzo di stent a rilascio
controllato di farmaco (Drug Eluting Stent, DES) diviene particolarmente
indicato. In questo caso, lo stent viene rivestito con un ﬁlm polimerico
contenente un farmaco che viene rilasciato nel tempo in maniera controllata.
Gli studi riguardanti questi dispositivi innovativi sono ancora in corso e,
soltanto in pochi casi (approvati dalla Federal Drug Administration (FDA)
americana), i drug eluting stent hanno avuto applicazioni cliniche pratiche
(Silber and Grube, 2001). Numerosi sono i dispositivi di diverse aziende nel
mondo che sono in questo momento ancora in fase di sperimentazione in
vitro ed in vivo, e soggette, per esempio, alla valutazione ed approvazione
della FDA americana. I farmaci utilizzati più comunemente nei DES sono
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antitumorali, immunosoppressori, antibiotici, antinﬁammatori, antitrombotici
e antiproliferativi. In particolare, i migliori risultati sono stati ottenuti con
composti sintetici antiproliferativi come la rapamicina (Mack, 2004), che è
in grado di indurre un arresto del ciclo cellulare delle VSMC ed inibire la
formazione di neointima in diversi modelli animali.
I donatori di NO sono una classe di composti chimici in grado di de-
terminare la comparsa di un’attività legata allo NO in sistemi biologici.
Principalmente, sono capaci di mimare la risposta generata dallo NO endoge-
no o di sostituire una deﬁcienza di NO endogeno. Le varie classi di composti
diﬀeriscono notevolmente tra di loro per il meccanismo di formazione dello
NO, che può essere di tipo enzimatico e/o non enzimatico, per la reattività
chimica e per la cinetica di rilascio di NO. Recentemente, vengono considerati
donatori di NO anche classi di composti che non rilasciano direttamente il
prodotto attivo, ma un prodotto che viene successivamente convertito in NO.
In un sistema biologico, la forma ossido-riduttiva di NO che viene rilasciata
(NO+, NO−) determina una diﬀerenza sostanziale nella reattività di questi
composti verso altre biomolecole, il proﬁlo dei prodotti della reazione e la
biorisposta (Janero and Ewing, 2000).
Una delle sostanze anti-proliferative utilizzate è l’Actinomicina D. L’Acti-
nomicina D è un farmaco anti-proliferativo molto potente anche a basse dosi,
approvato per l’uso sistemico nel trattamento di alcune neoplasie. È in grado
di inibire la proliferazione delle cellule formando un complesso stabile con
il DNA e, quindi, bloccando la sua trascrizione. Recenti studi indicano un
eﬀetto dose-dipendente dell’Actinomicina D sulla formazione della neointima,
con eﬀetti tossici per dosi troppo elevate. In studi in vivo, però, questo
eﬀetto non è stato rilevato; pertanto, risulta evidente la necessità di valutare
le potenzialità dell’Actinomicina D nel prevenire la ristenosi e i suoi eﬀetti
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complessivi (Regar et al., 2001).
Un altro farmaco di potenziale applicazione nella ristenosi è rappresentato
dalla Rapamicina o Sirolimus; questo ha una potente azione immunosoppres-
siva combinata con un’eﬃcace azione anti-inﬁammatoria ed è stato a lungo
utilizzato nei pazienti con trapianto di rene. La Rapamicina e i suoi derivati
sono tra i farmaci che, rilasciati da dispositivi endovascolari, sembrano essere
i più eﬃcaci nel ridurre la ristenosi post-PTCA (Marx and Marks, 2001).
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Scopo
La ristenosi dopo PTCA rimane il principale fattore limitante l’eﬃcacia
a lungo termine di questa tecnica di rivascolarizzazione, sebbene l’uso di
stent intra-coronarici abbia ridotto la frequenza della ristenosi angiograﬁca
di circa il 15%. Tuttavia, l’uso di stent, se da una parte, ha permesso di
ridurre il fenomeno di rimodellamento vascolare costrittivo, dall’altra, ha
aumentato i livelli di iperplasia intimale. Lo studio dell’iperplasia intimale,
che rappresenta il principale fenomeno alla base della ristenosi intra-stent,
costituisce l’obiettivo principale dello sviluppo di strategie terapeutiche idonee
a ridurre l’incidenza di ristenosi post-PTCA.
A tale scopo sono stati elaborati molti modelli di danno vascolare arterioso
in diverse specie animali, quali il ratto, il coniglio, il maiale e i primati non
umani. Oltre a questi modelli animali, che permettono di studiare in vivo
l’evoluzione delle lesione vasale e la comparsa di ristenosi, esistono anche
modelli umani di studio dell’iperplasia intimale sia in vitro che in vivo, che
consentono di superare le limitazioni dovute alle diﬀerenze inter-specie.
Lo scopo di questo lavoro di tesi è quello di studiare i principali processi
biochimici che sono responsabili del processo iperplasico. Per questo, verrà
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utilizzato un modello ex vivo di iperplasia intimale, altamente riproducibile,
che consiste nella coltura di frammenti di vena safena umana in condizioni
capaci di riprodurre questo importante fenomeno patologico.
Verrà, quindi, determinata l’espressione dei principali eﬀettori biochimi-
ci coinvolti nei processi di inﬁammazione e rimodellamento vascolare, per
valutarne il ruolo nel processo di iperplasia intimale. In particolare, verrà
valutata l’espressione di OPN, IL-6, delle caspasi (CASP-3 e -9) e delle MMP
(MMP-2 e -9) e dei rispettivi sistemi di modulazione (Bcl-2, proteine da
stress e TIMP). Questi eﬀettori verranno misurati nel mezzo di coltura di
vena safena, con tecniche immunometriche speciﬁche, e nel tessuto vascolare.
In questo caso, la determinazione verrà eﬀettuata, dopo opportuna estra-
zione, a livello di proteina (con tecniche di biologia cellulare) e a livello di
mRNA tramite RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)
semiquantitativa.
La caratterizzazione dei principali eﬀettori biochimici coinvolti nella
ristenosi post-PTCA e la loro correlazione con il grado di iperplasia costituirà
una base per studi di tipo farmacologico per modulare la produzione ed il
rilascio di queste sostanze al ﬁne di sviluppare trattamenti farmacologici volti
a contrastare la progressione del fenomeno iperplasico. In questo contesto,
sarà interessante valutare l’eﬀetto esercitato dalla modulazione farmacologica
sui livelli dei diversi eﬀettori biochimici e sul risultante grado di iperplasia




In collaborazione con il Laboratorio di Angiologia Sperimentale dell’O-
spedale ‘G. Pasquinucci’ di Massa è stato sviluppato un modello ex vivo,
riproducibile e avanzato, di IH mediante coltura d’organo di vena safena
umana.
Al termine delle anastomosi, le porzioni inutilizzate dei graft venosi sono
rapidamente messe in coltura (a +4 ◦C). Per la coltura d’organo, i segmenti
di vena safena sono coltivati in un incubatore a CO2, per il tempo necessario
per riprodurre l’IH (10 giorni). Il mezzo di coltura viene rinnovato ogni 2–3
giorni di coltura.
Il protocollo sperimentale prevede che i segmenti di vena safena vengano
suddivisi in 4 ulteriori frammenti così trattati: il primo conservato in forma-
lina per l’analisi morfometrica e immunoistologica; il secondo conservato a
−80 ◦C in presenza di una soluzione di inibitori delle RNasi (RNAlater, RNA
Stabilization Reagent, Qiagen GmbH, Hilden, Germany) (campione basale);
il terzo coltivato nel mezzo di coltura RPMI-1640 (campione di controllo);
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il quarto coltivato in RPMI-1640 contenente siero fetale di vitello (FCS) al
30%, condizione che permette di riprodurre l’IH.
3.2 Campioni biologici
Sono stati analizzati complessivamente 9 campioni di vena safena, coltivati
come descritto nel protocollo sperimentale.
Al termine della coltura, i frammenti tessutali vengono ulteriormente
suddivisi in due frammenti: uno conservato in formalina per l’analisi morfo-
metrica e immunoistologica, l’altro conservato, dopo aggiunta di RNAlater,
a −80 ◦C ﬁno al momento dell’utilizzo. I mezzi di coltura, sostituiti ad
intervalli temporali regolari di 2–3 giorni, vengono prelevati e conservati a
−80 ◦C ﬁno al momento dell’utilizzo. Nei campioni di tessuto, conservati a
−80 ◦C, è stata eﬀettuata la determinazione dell’espressione dei vari eﬀettori,
a livello di proteina con tecniche immunometriche e di Western Blotting e a
livello di mRNA, tramite RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction) semiquantitativa.
Le sezioni di vaso, conservate in formalina per l’analisi morfometrica
e immunoistologica, sono successivamente incluse in paraﬃna, tagliate in
sezioni trasversali mediante criostato e colorate con ematossilina-eosina; in
seguito sono analizzate al microscopio ottico e fotografate con un’apposita
fotocamera digitale.
3.3 Estrazione di RNA e proteine totali
L’RNA e le proteine totali vengono estratte da campioni di tessuto
vascolare utilizzando, con alcune modiﬁche, il metodo del fenolo-guanidina
tiocianato-cloroformio che permette l’isolamento simultaneo di RNA e proteine
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dallo stesso campione (vedi ﬁg. 3.1). La metodica è stata modiﬁcata al ﬁne
di ottenere buone rese di estrazione da piccole quantità di tessuto.
I campioni tessutali di vena safena umana vengono omogenati in una solu-
zione di fenolo e guanidina tiocianato (TRI-REAGENT Molecular Research
Center, Cincinnati, USA) utilizzando il Mixer Mill MM300 (Qiagen S.p.A.,
Milano), strumento che permette una rapida ed eﬃcace omogenizzazione
del campione biologico in tempi brevi. L’elevata concentrazione di fenolo e
guanidina tiocianato nella soluzione di estrazione è necessaria per garantire
la rapida inattivazione delle RNasi endogene; la successiva aggiunta di cloro-
formio, dopo l’omogenizzazione, e una centrifugazione a 12000g per 15 minuti
a +4 ◦C permettono la separazione delle diverse fasi: dall’alto verso il basso,
una fase acquosa incolore contenente prevalentemente RNA, un’interfase a
polarità intermedia contenente DNA ed altre sostanze aventi polarità simile
e una fase organica contenente prevalentemente proteine e lipidi.
3.3.1 Estrazione di RNA
L’estrazione di RNA totale viene eﬀettuata utilizzando un kit dedicato,
quale RNeasy Fibrous Tissue Midi Kit (Qiagen S.p.A., Milano).
Per procedere all’estrazione di RNA, la fase acquosa viene isolata e posta
in nuove provette. Successivamente, dopo aggiunta di quantità adeguate
di etanolo, la fase acquosa viene caricata su micro-colonne di gel di silice
(Midi Spin Columns, Membrana RNeasy, Qiagen S.p.A., Milano), in grado
di legare l’RNA presente nel campione. Dopo centrifugazione, vengono
eﬀettuati un primo lavaggio con una soluzione di guanidina tiocianato ed
etanolo (tampone RW1) e una centrifugazione a 3000g per 5 minuti a 25 ◦C.
La successiva aggiunta di una soluzione di DNasi (DNase Stock solution
RNasi-free) permette di eliminare le eventuali interferenze dovute al DNA e
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Figura 3.1: Metodo di estrazione di RNA e proteine.
quindi puriﬁcare il campione biologico.
Seguono ulteriori tre lavaggi e relative centrifugazioni a 3000g per 5 minuti
a 25 ◦C per eliminare ogni sostanza contaminante. L’RNA viene poi eluito
con piccole quantità di acqua RNase-free (100–150 µL) al ﬁne di eliminare
eventuali contaminazioni da RNasi e, dopo la prima eluizione, viene raccolto
e caricato nuovamente sulla micro-colonna per concentrare al massimo il
campione; successivamente viene suddiviso in aliquote e conservato a −80 ◦C
ﬁno al momento dell’utilizzo.
3.3.2 Estrazione e determinazione delle proteine
Per l’estrazione delle proteine totali, viene isolata la fase organica. Dopo
l’aggiunta di etanolo (100%), la fase organica viene centrifugata a 2000g per 6
minuti a +4 ◦C al ﬁne di allontanare la componente lipidica; successivamente
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l’aggiunta di acetone al surnatante e la successiva centrifugazione a 12000g
per 5 minuti a +4 ◦C permettono la formazione di un pellet proteico. Il pellet
ottenuto, a seguito di tale passaggio estrattivo, viene lavato e centrifugato, per
tre volte consecutive, con una soluzione di lavaggio di guanidina-HCl (0.3 M)
e glicerolo al 25% in etanolo, e, per una sola volta, con una soluzione al 25%
di glicerolo in etanolo. Dopo centrifugazione a 8000g per 6 minuti a +4 ◦C, il
pellet proteico viene risospeso in tampone Tris (idrossimetil amminometano)-
HCl 4 mM, pH 7.4, contenente NaCl 154 mM, fenil-metilsolfonil-ﬂuoruro
(PMSF) 0.1 mM, sodio dodecil solfato (SDS) 2%, in rapporto 1:5 (peso del
frammento estratto/volume di tampone di risospensione), e conservato a
−20 ◦C ﬁno al momento dell’utilizzo.
La determinazione della concentrazione del contenuto proteico totale nel
campione biologico viene eﬀettuata con una modiﬁcazione del metodo di
Lowry (Lowry et al., 1951). Usando la siero-albumina bovina (BSA), come
proteina standard, viene costruita una curva di taratura che permette di
determinare, per interpolazione, il valore del contenuto proteico totale del
campione estratto.
3.4 Determinazione di RNA totale
Prima della determinazione dell’RNA totale, l’estratto contenente l’RNA
viene ulteriormente concentrato su micro-colonne dedicate, dotate di una
membrana di cellulosa (Microcon Millipore YM-30, Centrifugal Filter Devi-
ces; Millipore Corporation). Il campione caricato sulla micro-colonna viene
centrifugato a 14000 rpm per 6 minuti a +4 ◦C; in seguito la micro-colonna
viene capovolta, inserita in una nuova provetta e centrifugata a 1000 rpm per
3 minuti a +4 ◦C. Successivamente, un’ulteriore centrifugazione a 5000 rpm
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per 6 minuti a +4 ◦C permette la raccolta di RNA che viene conservato a
−80 ◦C ﬁno al momento dell’utilizzo.
La concentrazione di RNA negli estratti tessutali viene determinata
tramite metodo spettrofotometrico. Il campione viene diluito 1:60 con acqua
RNasi-free e caricato in cuvette di quarzo. L’assorbanza della soluzione
di RNA viene misurata spettrofotometricamente a due lunghezze d’onda,
λ1 = 260 nm e λ2 = 280 nm rispettivamente (Beckman DU, 640). Ogni
lettura viene normalizzata rispetto al valore di assorbanza relativo all’acqua
RNasi-free che viene utilizzata come bianco.
Per risalire alla concentrazione di RNA totale presente nell’estratto, una
volta noto il valore della sua assorbanza a λ1 = 260 nm, si usa la seguente
formula ricavata facendo riferimento alla legge di Lambert-Beer (Aλ = ελ ·l·c,
dove ελ è il coeﬃciente di estinzione molare, l il cammino ottico e c la
concentrazione del campione biologico):
[RNA]campione = (A260 nm)campione ·D·(40 µg/mL).
In questa formula, D è il fattore di diluizione e 40 µg/mL è il valore di
concentrazione che è associato ad una soluzione standard di RNA che presenti
un’assorbanza pari a 1 a 260 nm, ovvero
1/(ERNA(260 nm) ·l) = 40 µg/mL.
Analogamente, viene valutata la purezza di RNA estratto attraverso la
determinazione del rapporto fra le assorbanze del campione rispettivamente a
260 nm (A260 nm) e a 280 nm (A280 nm). Viene considerata pura una soluzione
di RNA il cui rapporto (A260 nm/A280 nm) sia risultato compreso nell’intervallo
1.8–2.1.
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L’integrità di RNA totale estratto viene valutata attraverso separazione
elettroforetica (Sub-Cell GT Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories, CA)
del campione su gel di agarosio al 1.5% in tampone Tris/Acido borico/EDTA,
pH 8.4 (TBE) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) in condizioni dena-
turanti ed in presenza di GelStar Stain (GelStar Nucleic Acid Gel Stain,
Cambrex Bio Science Rockland Inc., Maine USA), un agente intercalante che
ci permette una visualizzazione di RNA con un alto grado di sensibilità. I
campioni, conservati a −80 ◦C, sono mantenuti a +55 ◦C per 10 minuti per
eliminare l’eventuale presenza di RNasi endogene; in seguito, viene aggiunta,
in rapporto 1:3 (volume/volume), una soluzione contenente formaldeide e blu
di bromofenolo (The NorthernMax Formaldehyde Load Dye, Ambion Inc.,
Austin USA). I campioni così preparati vengono incubati a +65 ◦C per 15
minuti al ﬁne di permettere la denaturazione di RNA, poi centrifugati e
caricati su gel di agarosio. Il gel viene fatto correre per 50 minuti a 50 V e
visualizzato per mezzo della luce ultravioletta a 260 nm (UV Transilluminator
2000, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) per veriﬁcare la comparsa di due
bande nette in corrispondenza delle due subunità 18 e 28 Svedberg (S) di
RNA ribosomiale (rRNA). Dopo visualizzazione, il gel viene fotografato con
un sistema fotograﬁco digitale (Panasonic LC-40). Come riferimento, durante
ciascuna separazione elettroforetica, per ogni campione viene usato uno stan-
dard di RNA totale a concentrazione nota da cellule umane (Human Cell Line
Total RNA Cervical Adenocarcinoma, HeLa-S3, Ambion, 1 mg/mL). Per
valutare l’intensità della banda così ottenuta, viene utilizzato un programma
di elaborazione delle immagini, NIH Image v. 1.63 (US National Institute of
Health).
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3.5 Espressione dei vari eﬀettori a livello di mRNA
Dopo estrazione di RNA totale, l’espressione degli eﬀettori di nostro
interesse, a livello di RNA, è stata valutata mediante RT-PCR e, in seguito,
determinata con un programma dedicato di elaborazione delle immagini.
3.5.1 RT-PCR semiquantitativa
La procedura di RT-PCR comprende la retrotrascrizione di RNA totale
in DNA complementare (cDNA) e la reazione di ampliﬁcazione esponenziale
del cDNA stesso.
La trascrizione inversa (RT) di RNA messaggero (mRNA) a cDNA e
la conseguente reazione di ampliﬁcazione vengono eﬀettuate utilizzando
un kit dedicato, il Ready to Go RT-PCR Beads (Amersham BioSciences,
Freidburg, Germany), e un Termociclatore automatico (Thermal Cycler,
Perkin Elmer, Emeryville, CA USA). La reazione di retrotrascrizione è
catalizzata dall’enzima retrotrascrittasi Moloney Murine Leukemia Virus (M-
MuLV), un enzima DNA polimerasi RNA/DNA dipendente, che, in presenza
di uno stampo di mRNA-poliA+ a singolo ﬁlamento e di un innesco oligodT, è
in grado di retrotrascrivere tutti gli mRNA nei relativi ﬁlamenti di cDNA. La
reazione di PCR è catalizzata dalla Taq DNA Polimerasi, un enzima capace
di resistere a temperature molto elevate (+97 ◦C) ed in grado di funzionare
a partire da temperature di +65 ◦C.
Il primo ﬁlamento di cDNA viene sintetizzato in 45 µL di soluzione
contenente il campione (0.1 µg) e 0.5 µg di oligo(dT)12−18 per provetta.
Come controllo positivo viene usato mRNA della globina di coniglio, mentre
come controllo negativo viene preparata una provetta contenente tutti i
reagenti ad eccezione di RNA, al ﬁne di valutare possibili contaminazioni
da DNA. La reazione è incubata a +42 ◦C per 20 minuti e, in seguito, a
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+95 ◦C per 5 minuti al ﬁne di inattivare la retrotrascrittasi e denaturare
completamente il prodotto. A seguito della retrotrascrizione, a ciascuna
provetta vengono aggiunti primer speciﬁci (200 o 400 nM) ﬁno a raggiungere
un volume ﬁnale di 50 µL seguendo il protocollo standard di PCR (Ready to
Go RT-PCR Beads). A questo punto, il cDNA, formatosi dalla reazione di
retrotrascrizione, viene ampliﬁcato secondo una reazione di PCR, che prevede
tre fasi, una di denaturazione, una di annealing e una di estensione.
Le reazioni di RT-PCR per gli mRNA degli eﬀettori di interesse vengono
eﬀettuate utilizzando i seguenti primer:
• OPN (532 pb):
– senso 5’-CACCTGTGCCATACCAGTTAAAC-3’
– antisenso 5’-GGTGATGTCCTCGTCTGTAGCATC-3’
• CASP-3 (266 pb):
– senso 5’-TTCAGAGGGGATCGTTGTAGAAGTC-3’
– antisenso 5’-CAAGCTTGTCGGCATACTGTTTCAG-3’
• CASP-9 (330 pb):
– senso 5’-ATGGACGAAGCGGATCGGCGGCTCC-3’
– antisenso 5’-GCACCACTGGGGTAAGGTTTTCTAG-3’
• Bcl-2 (292 pb):
– senso 5’-TGCACCTGACGCCCTTCAC-3’
– antisenso 5’-AGACAGCCAGGAGAAATCAAACAG-3’
• Hsp72 (488 pb):
– senso 5’-GCTGACCAAGATGAAGGAGATC-3’
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– antisenso 5’-GAGTCGATCTCCAGGCTGGC-3’
• MMP-2 (499 pb):
– senso 5’-TGGCAGTGCAATACCTGAAC-3’
– antisenso 5’-CAAGGTCCATAGCTCATCGTC-3’
• MMP-9 (531 pb):
– senso 5’-GAGGAATACCTGTACCGCTATG-3’
– antisenso 5’-CAAACCGAGTTGGAACCAC-3’
• TIMP-1 (312 pb):
– senso 5’-CCAGCGTTATGAGATCAAGATG-3’
– antisenso 5’-AGTTTGCAGGGGATGGATG-3’
• TIMP-2 (497 pb):
– senso 5’-GGCGTTTTGCAATGCAGATGTAG-3’
– antisenso 5’-CACAGGAGCCGTCACTTCTCTTG-3’
L’mRNA della gliceraldeide-3-fosfatodeidrogenasi (GAPDH) è il prodotto
di un gene housekeeping espresso in tutte le cellule (Barber et al., 2005; Hsiao
et al., 2001); l’mRNA del GAPDH è stato scelto come controllo interno poiché,
dalla letteratura, è emerso che i suoi livelli di espressione non variano con la
progressione del fenomeno iperplasico. Per questo motivo, i dati relativi ai
livelli di mRNA degli eﬀettori di interesse sono stati normalizzati rispetto
a quelli dei trascritti del gene codiﬁcante per il GAPDH. La sequenza dei
primer utilizzati per l’mRNA del GAPDH (451 pb) sono:
• senso 5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’
• antisenso 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’.
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I primer per tutti gli mRNA sono stati costruiti su Primer3 e veriﬁcati su
Blast e sulla GenBank. I primer per l’OPN, le CASP-3 e -9, Bcl-2, MMP-2 e
-9, TIMP-1 e TIMP-2 sono ottenuti dalla Sigma-Genosys (Sigma-Genosys
Ltd, London UK) e quelli per il GAPDH e per la Hsp72 dalla Amersham
Pharmacia Biotech.
Le condizioni per la reazione di PCR sono state ottimizzate per ciascun
eﬀettore analizzato. Infatti, sensibilità e linearità dell’ampliﬁcazione sono
state valutate a seguito di diverse reazioni di PCR condotte variando ogni
volta parametri diversi, quali concentrazione di primer, numero di cicli di
ampliﬁcazione, quantità di RNA totale e temperatura di annealing.
3.5.2 Elettroforesi di DNA su gel di agarosio ed elaborazione
dell’immagine
I prodotti di RT-PCR vengono sottoposti a separazione elettroforetica
(130 V per 50 minuti; Sub-Cell GT Electrophoresis Cell, Bio-Rad Labora-
tories, Hercules, CA) su gel di agarosio al 1.5% in tampone TBE (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA), in presenza dell’agente intercalante GelStar
Stain. Ai campioni viene aggiunta una soluzione contenente glicerolo e blu
di bromofenolo (Loading Buﬀer), in rapporto 1:5. I campioni così preparati
vengono caricati su gel di agarosio, in parallelo a un DNA Ladder 100 pb
(Amersham BioSciences). In seguito alla corsa elettroforetica, i campioni
vengono visualizzati per mezzo di luce ultravioletta di lunghezza d’onda
pari a 260 nm (UV Transilluminator 2000, BioRad Laboratories, CA) e così
fotografati con un sistema fotograﬁco digitale (Panasonic LC-40). La banda
corrispondente all’mRNA dell’OPN è risultata corrispondere a 532 pb, quelle
dell’mRNA delle CASP-3 e -9 a 266 pb e 330 pb rispettivamente, quella
dell’mRNA di Bcl-2 a 292 pb, quella dell’mRNA della Hsp72 a 488 pb, quelle
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delle MMP-2 e -9 a 499 pb e 531 pb rispettivamente, quelle dei TIMP-1 e -2
a 312 pb e 497 pb rispettivamente e quella dell’mRNA del GAPDH a 451 pb.
Le immagini così ottenute vengono elaborate con il programma Adobe
Photoshop 6.0 ed analizzate con il programma NIH Image v. 1.63. L’intensità
della banda corrispondente a ciascun mRNA di interesse è stata correlata, per
ogni campione analizzato, con l’intensità della banda ottenuta per il controllo
interno GAPDH.
3.6 Determinazione delle HSP nel tessuto vascolare
La determinazione quantitativa del livello tessutale delle Hsp72, Hsp27,
Hsp60 e Hsc70 viene eﬀettuata tramite metodica di Western Blotting (WB)
ed è articolata, per ciascuna HSP, nelle seguenti fasi:
1. Separazione elettroforetica delle proteine totali su gel di poliacrilammide
in condizioni denaturanti (SDS-PAGE).
2. Trasferimento delle proteine dal gel ad una membrana di nitrocellulosa.
3. Identiﬁcazione tramite anticorpi speciﬁci e rivelazione colorimetrica
della proteina da quantizzare, legata alla membrana di nitrocellulosa.
4. Analisi delle bande di interesse presenti sulla membrana di nitrocellulosa
mediante il programma di elaborazione delle immagini, NIH Image
v. 1.63.
5. Costruzione di una curva-dose risposta per ciascun gel al ﬁne di quantiz-
zare i risultati ottenuti dai campioni a seguito della procedura usando
concentrazioni scalari di proteina standard.
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3.6.1 Elettroforesi su gel di poliacrilammide in condizioni
denaturanti (SDS-PAGE)
L’elettroforesi su gel di poliacrilammide (SDS-PAGE) è uno dei metodi
di più largo impiego per l’analisi quantitativa delle miscele di proteine. Le
proteine sono separate mediante elettroforesi: la separazione avviene grazie
all’applicazione di un campo elettrico e la migrazione avviene in base al loro
peso molecolare.
I campioni, mantenuti a −20 ◦C, vengono diluiti in una soluzione di Tris-
HCl 50 mM contenente NaCl 100 mM, PMSF 0.1 mM e 1,4-ditrioteitolo (DTT)
1 mM, in modo tale da caricare in ogni pozzetto del gel una concentrazio-
ne proteica totale pari a 30–50 µg. In seguito, il campione viene diluito,
in rapporto 2:1, in una soluzione contenente β-mercaptoetanolo (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). I campioni così preparati vengono incubati a
+95 ◦C per 5 minuti. Successivamente, i campioni vengono caricati su gel di
poliacrilammide (Stacking gel al 4% di acrilammide e Running gel al 10%
di acrilammide). In parallelo ai campioni biologici, viene caricato un cam-
pione di riferimento contenente proteine di peso molecolare noto (Prestained
SDS-PAGE Standards, Low Range, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).
L’elettroforesi viene eﬀettuata per un’ora a voltaggio costante pari a 150 V
(Mini-PROTEAN II Electrophoresis System e PowerPac 200 Power Supply,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) in tampone Tris 25 mM/glicina 192
mM/SDS allo 0.1%, pH 8.3 (TGS) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).
Per valutare la concentrazione delle HSP nei campioni biologici, viene
costruita, in ogni gel, una curva dose-risposta caricando concentrazioni scalari
della proteina standard di interesse (StressGen Biotechnologies Corp., Victo-
ria, Canada). Quantità note di HSP standard vengono diluite scalarmente
in tampone Tris-HCl 50 mM contenente NaCl 100 mM, PMSF 0.1 mM e
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DTT 1 mM, in modo che le concentrazioni di proteina standard usate per la
costruzione della curva di taratura varino da 20 a 800 ng/pozzetto.
A corsa ultimata, la valutazione del grado di separazione elettroforetica
delle proteine caricate può essere eﬀettuata tramite colorazione del gel con
Coomassie Brillant Blue R250 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).
3.6.2 Western Blotting
Dopo separazione elettroforetica, le proteine sono trasferite dal gel di
separazione ad una membrana di nitrocellulosa (Trans-Blot Transfer Medium,
Pure Nitrocellulose Membrane (0.45 µm), Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA) mediante elettro-blotting, utilizzando il Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) per un’ora ad amperaggio costante pari a 200
mA in tampone TGS e metanolo, in rapporto 1:5.
Per veriﬁcare l’eﬃcienza del trasferimento delle proteine dal gel alla
membrana di nitrocellulosa, la membrana può essere incubata per 30 secondi
in una soluzione di Rosso Ponceau (Ponceau Working Solution), che permette
di visualizzare tutte le proteine. In seguito, la membrana viene lavata in
PBS pH 7.4, contenente fosfato di sodio 10mM e NaCl 150 mM (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA), ﬁno alla scomparsa del colorante.
Dopo il trasferimento, la membrana di nitrocellulosa viene incubata per
un’ora a temperatura ambiente con una soluzione al 5% di latte lioﬁlizzato
non grasso (Milk Powder, Blotting Grade Blocker, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) in tampone Tris salino, pH 7.5 (TBS) contenente lo 0.05% di
Tween20 (Polyoxyethylene-Sorbitan Monolaurate, Sigma-Aldrich, Germany),
al ﬁne di bloccare tutti i siti aspeciﬁci sulla membrana di nitrocellulosa. Per la
rivelazione delle HSP, la membrana viene incubata con il rispettivo anticorpo
monoclonale speciﬁco (Mouse-Monoclonal anti-human Hsp72, Hsp27, Hsp60 e
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Rat-Monoclonal anti-human Hsc70, StressGen Biotechnologies Corp., Victoria,
Canada) ad una diluizione ﬁnale di 1:2000 in BSA all’1%, per 18–24 ore a
+4 ◦C, sotto agitazione. Dopo opportuni lavaggi, la membrana viene incubata
con un anticorpo secondario coniugato con la biotina (Goat Anti-Mouse-
IgG-Biotin per le Hsp72, Hsp27 e Hsp60 e Goat Anti-Rat-IgG-Biotin per
la Hsc70, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) ad una diluizione ﬁnale di
1:10000 in BSA all’1% per un’ora a temperatura ambiente, sotto agitazione.
Successivamente, la membrana viene incubata per 30 minuti a temperatura
ambiente, sotto agitazione, con streptavidina coniugata con la perossidasi
di rafano (HRP) (Streptavidin-HRP, Ampliﬁed Opti-4CN Substrate Kit,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) ad una diluizione ﬁnale di 1:2000
in BSA all’1%. Per l’ampliﬁcazione del segnale, vengono usati anticorpi
secondari biotinilati e streptavidina-HRP in modo tale da aumentare la
sensibilità del metodo di rivelazione. La rivelazione colorimetrica viene
eﬀettuata utilizzando come substrato del complesso biotina-streptavidina-
HRP il composto 4-cloro-1-naftolo (Opti-4CN, Opti-4CN Substrate Kit, Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA).
3.6.3 Elaborazione dell’immagine NIH Image
Dopo colorazione, la membrana di nitrocellulosa viene digitalizzata e
l’immagine viene elaborata con il programma NIH Image v. 1.63. Questo
programma permette di associare all’intensità colorimetrica delle bande
trasferite su nitrocellulosa una misura di superﬁcie. La concentrazione delle
diverse HSP nei campioni biologici incogniti si ottiene mediante interpolazione
della curva di calibrazione, costruita in ogni gel con la rispettiva proteina
standard.
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3.7 Misura della concentrazione proteica di OPN,
IL-6 e MMP
La determinazione quantitativa dei livelli proteici di OPN, IL-6, MMP-2
e -9 viene eﬀettuata sia nel mezzo di coltura che nei campioni di tessuto per
mezzo di saggi immunometrici speciﬁci.
Per la determinazione della concentrazione di OPN viene utilizzato un
saggio immunometrico enzimatico (EIA) (Human Osteopontin TiterZyme
Enzyme Immunometric Assay kit, Assay Designs, Inc., Ann Arbor, USA).
Questo metodo sfrutta la capacità di un anticorpo policlonale di coniglio
diretto contro l’OPN umana, immobilizzato su piastra da 96 pozzetti, di
legare l’OPN presente nei campioni biologici. Il campione biologico viene
aggiunto a pozzetti rivestiti con l’anticorpo e incubato a +37 ◦C per un’ora.
Dopo incubazione e appositi lavaggi, viene aggiunto ai pozzetti un anticorpo
monoclonale coniugato con l’enzima HRP (Mouse Monoclonal Antibody conju-
gated to Horseradish Peroxidase), che va a legarsi con l’OPN legata dal primo
anticorpo, e il tutto viene incubato per 30 minuti a +4 ◦C. Dopo aggiunta di
un substrato speciﬁco per l’enzima (3, 3’, 5, 5’ tetrametil benzidina (TMB) e
perossido di idrogeno), viene letta la densità ottica (OD) ad una lunghezza
d’onda di 450 nm permettendo così di misurare la concentrazione di OPN pre-
sente nel campione di interesse, per interpolazione di una curva dose-risposta,
costruita in ogni prova usando OPN standard.
Per la determinazione dei livelli di IL-6 viene utilizzato un metodo ELISA
ultra-sensibile (High sensitivity human IL-6 ELISA KIT, Diaclone Research,
Besancon, France). In questo saggio, i pozzetti della piastra sono rivestiti
con un anticorpo monoclonale speciﬁco per l’IL-6. Dopo aver inserito il
campione nei pozzetti, viene aggiunto un anticorpo biotinilato anti-IL-6 e
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il tutto incubato a temperatura ambiente (18–25 ◦C) per tre ore. Dopo
appositi lavaggi per eliminare l’anticorpo in eccesso, viene aggiunta ai poz-
zetti streptavidina-HRP e il tutto viene incubato a temperatura ambiente
per 30 minuti. Dopo incubazione, l’aggiunta di un substrato speciﬁco per
l’enzima (TMB) permette la formazione di un prodotto di reazione colorato.
L’assorbanza di ogni pozzetto viene misurata spettrofotometricamente ad una
lunghezza d’onda di 450 nm. La costruzione di una curva dose-risposta con
concentrazioni scalari di IL-6 standard permette di valutare la concentrazione
di IL-6 nei campioni biologici.
Per la misura della concentrazione totale delle MMP, in particolare delle
MMP-2 e MMP-9, vengono utilizzati ELISA speciﬁci (Quantikine R&D
Systems Europe, UK): il campione viene aggiunto a pozzetti rivestiti con un
anticorpo monoclonale speciﬁco a cui la MMP in oggetto si lega e il tutto
viene incubato a temperatura ambiente per due ore. Dopo appositi lavaggi,
viene aggiunto un anticorpo policlonale legato con HRP e il tutto incubato a
temperatura ambiente per un’ora. L’aggiunta di un substrato speciﬁco per
l’enzima (TMB e perossido di idrogeno) e la conseguente formazione di un
prodotto colorato permette di mettere in evidenza la quantità di MMP totale,
in quanto l’assorbanza misurata spettrofotometricamente ad una lunghezza
d’onda di 450 nm è proporzionale alla quantità di MMP presente nel campione.
Per interpolazione di una curva dose-risposta, costruita in ogni prova usando
una proteina standard, è possibile determinare la concentrazione delle MMP-2
e -9 nei campioni biologici.
Per ciascun saggio immunometrico, l’accuratezza è stata valutata mediante
test di recupero e di parallelismo, mentre la riproducibilità intra- e inter-
saggio è stata valutata da determinazioni ripetute di uno stesso campione
nello stesso saggio o in saggi diversi. Analogamente, sono stati calcolati, per
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ciascun saggio, sensibilità e range di lavoro (misura dell’analita con un errore
minore del 10%) mediante un programma automatico di elaborazione dei
dati sperimentali basato sull’impiego di un’equazione logistica a 4 parametri
(Pilo et al., 1982).
3.7.1 Analisi statistica dei dati
Negli estratti, l’analisi statistica dei dati ottenuti viene eﬀettuata tramite
il programma Stat-View 5.0.1 per Machintosh Computer (1992-98, SAS
Istitute Inc., SAS Campus Drive, Cary NC, USA). I risultati sono espressi
come media ± errore standard della media (SEM); i confronti multipli tra
le diverse variabili studiate vengono eﬀettuati mediante il test di Fisher
dopo analisi della varianza (ANOVA). Diversamente, i confronti fra due
gruppi vengono eﬀettuati mediante test t di Student. In entrambi i casi,
la trasformazione logaritmica viene eﬀettuata se necessario. Le equazioni
delle rette di calibrazione sono ottenute con il metodo dei minimi quadrati.
I valori relativi alla concentrazione proteica dei diversi eﬀettori (metodi
immunometrici) vengono calcolati mediante un programma automatico che
usa, per l’interpolazione della curva dose-risposta, una funzione logistica a 4
parametri (Pilo et al., 1982).
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Risultati
In questo capitolo vengono riportati i risultati metodologici relativi alla
valutazione delle caratteristiche analitiche delle diverse metodiche utilizzate
per la determinazione degli eﬀettori di interesse e i risultati clinici relativi alla
determinazione degli eﬀettori negli estratti tessutali e nei mezzi di coltura.
4.1 Risultati metodologici
4.1.1 Determinazione dell’espressione degli eﬀettori biochi-
mici a livello di mRNA
Estrazione di RNA da tessuto. Il valore medio della resa estrattiva di
RNA totale è risultato pari a 0.051 ± 0.011 µg/mg di tessuto (peso umido;
media ± SEM; n = 41 campioni estratti in 9 prove diverse).
La purezza dell’RNA contenuto nei campioni tessutali, valutata attraverso
la determinazione del rapporto fra le assorbanze del campione rispettivamente
a 260 nm e a 280 nm, è risultata compresa nell’intervallo 1.8–2.1.
Tutti i campioni sono stati sottoposti a elettroforesi su gel di agarosio per
valutare l’integrità dell’RNA; a seguito della corsa elettroforetica, per mezzo
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Figura 4.1: Integrità dell’RNA: elettroforesi su gel di agarosio
dell’RNA totale (B: basale; R: RPMI; F: RPMI + FCS30%).
della luce ultravioletta a 260 nm, è stato possibile osservare le due bande
corrispondenti alle subunità 18 e 28 S di rRNA (vedi ﬁg. 4.1). L’integrità
dell’RNA è un requisito fondamentale per l’analisi dell’espressione genica in
quanto i pattern di espressione genica possono essere alterati sia da induzione o
inibizione della trascrizione sia da eventi di degradazione speciﬁca o aspeciﬁca
dell’RNA a seguito dell’estrazione.
Inﬁne, per confermare i valori di concentrazione ottenuti spettrofotome-
tricamente, la densità ottica è stata analizzata con il programma NIH Image
v. 1.63 utilizzando, come riferimento, uno standard di RNA totale di cellule
umane (1 mg/mL). I risultati ottenuti sono risultati pienamente comparabili.
RT-PCR: scelta delle condizioni ottimali. Le condizioni della reazione
RT-PCR sono state messe a punto per tutti gli eﬀettori di interesse. Per
ogni eﬀettore, la RT-PCR è stata eﬀettuata variando il numero di cicli, la
temperatura di annealing, la concentrazione di primer e di RNA; quest’ul-
tima, in particolare, è necessaria per stabilire la sensibilità e la linearità di
ampliﬁcazione. Nella ﬁg. 4.2 sono riportati, come esempio, i risultati delle
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prove eﬀettuate per la scelta delle condizioni ottimali per la RT-PCR per le
CASP-3 e -9. In particolare, in ﬁgura sono mostrati i gel e le relative curve
ottenute in funzione della temperatura di annealing, del numero di cicli e
della concentrazione dei primer.
Le condizioni ottimali di reazione scelte per ciascun eﬀettore sono:
• OPN: concentrazione di primer di 200 nM, temperatura di annealing di
53 ◦C (per 1 minuto), numero di cicli pari a 30, periodo di estensione
di 5 minuti a 72 ◦C.
• CASP-3: concentrazione di primer di 400 nM, temperatura di annealing
di 66 ◦C (per 1 minuto), numero di cicli pari a 35, periodo di estensione
di 10 minuti a 72 ◦C.
• CASP-9: concentrazione di primer di 400 nM, temperatura di annealing
di 66 ◦C (per 1 minuto), numero di cicli pari a 35, periodo di estensione
di 10 minuti a 72 ◦C.
• Bcl-2: concentrazione di primer di 400 nM, temperatura di annealing
di 60 ◦C (per 1 minuto), numero di cicli pari a 35, periodo di estensione
di 10 minuti a 72 ◦C.
• Hsp72: concentrazione di primer di 400 nM, temperatura di annealing
di 64 ◦C (per 1 minuto), numero di cicli pari a 40, periodo di estensione
di 5 minuti a 72 ◦C.
• MMP-2: concentrazione di primer di 400 nM, temperatura di annealing
di 59 ◦C (per 1 minuto), numero di cicli pari a 35, periodo di estensione
di 10 minuti a 72 ◦C.
• MMP-9: concentrazione di primer di 400 nM, temperatura di annealing
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(a) Temperatura (b) N
◦ di cicli (c) Concentrazione di pri-
mer
Figura 4.2: Ottimizzazione delle RT-PCR per le caspasi 3 e
9. (a) Messa a punto della temperatura. (b) Messa a punto del
n◦ di cicli. (c) Messa a punto della concentrazione dei primer
(M: marker; 1: 0.022 µg; 2: 0.044 µg; 0.088 µg; 4: 0.110 µg).
di 59 ◦C (per 1 minuto), numero di cicli pari a 35, periodo di estensione
di 10 minuti a 72 ◦C.
• TIMP-1: concentrazione di primer di 400 nM, temperatura di annealing
di 55 ◦C (per 2 minuti), numero di cicli pari a 35, periodo di estensione
di 7 minuti a 72 ◦C.
• TIMP-2: concentrazione di primer di 400 nM, temperatura di annealing
di 55 ◦C (per 2 minuti), numero di cicli pari a 35, periodo di estensione
di 7 minuti a 72 ◦C.
• GAPDH: concentrazione di primer di 1 µM, temperatura di annealing
di 59 ◦C (per 1 minuto), numero di cicli pari a 30, periodo di estensione
di 10 minuti a 72 ◦C.
Le condizioni scelte per ciascun mRNA permettono di avere un segnale
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ben rilevabile la cui intensità è proporzionale alla concentrazione di RNA
totale usata, senza la presenza di prodotti aspeciﬁci di ampliﬁcazione.
4.1.2 Determinazione dei livelli proteici degli eﬀettori biochi-
mici
Il valore medio della resa estrattiva delle proteine totali è risultato pari a
11.50±1.43 µg/mg di tessuto (peso umido; media±SEM; n = 41 campioni
estratti in 9 prove diverse).
La misura dei diversi eﬀettori negli estratti tessutali è stata eﬀettuata
tramite analisi Western Blotting e saggi immunometrici speciﬁci. I saggi
immunometrici sono stati utilizzati anche per la determinazione degli eﬀettori
nel mezzo di coltura.
4.1.2.1 Valutazione analitica dei metodi immunometrici
Al ﬁne di valutare l’accuratezza di ciascun saggio immunometrico, sono
stati eﬀettuati test di recupero e parallelismo che hanno permesso di escludere
eﬀetti aspeciﬁci dovuti alla matrice biologica. Il test di recupero consiste
nell’aggiunta di uno standard a concentrazione nota ad un campione biologico;
lo scopo del test è veriﬁcare se venga o meno ‘recuperata’ la somma delle
concentrazioni, al ﬁne di valutare se nella matrice biologica sono presenti
sostanze contaminanti che interferiscono con le misure di concentrazione
rilevate. Il test di parallelismo consente di valutare la linearità del saggio in
funzione del volume di campione e fornisce una misura dell’aﬃdabilità delle
misurazioni ottenute in un range di lavoro; si tratta di eﬀettuare diluizioni
successive di un campione e di valutare se i valori di concentrazione ottenuti
sono proporzionali al volume usato. In ﬁg. 4.3 sono riportati, come esempio,
i graﬁci corrispondenti al test di recupero e di parallelismo eﬀettuati rispet-
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Figura 4.3: Test di recupero e parallelismo nel mezzo di
coltura eﬀettuati nei saggi per le MMP-2 e -9.
tivamente per la determinazione della MMP-2 e -9. Come si può osservare,
aggiungendo quantità note di MMP-2 standard ad un campione biologico, si
è ottenuto un recupero praticamente quantitativo della sostanza aggiunta. Il
test di parallelismo ha fornito una risposta lineare per volumi di campione
da 10 a 100 µL. Risultati analoghi sono stati ottenuti per gli altri eﬀettori.
Per quanto riguarda la valutazione del livello di precisione dei vari saggi
immunometrici, sono state eﬀettuate misure ripetute di un campione biologico
nel saggio e fra saggi. Il livello di precisione viene valutato calcolando media
e deviazione standard dei risultati ottenuti ed eﬀettuando il loro rapporto
in forma percentuale, ovvero il coeﬃciente di variazione (CV%). In tab. 4.1
sono riportate le principali caratteristiche analitiche dei saggi immunometrici
usati.
4.1.2.2 Analisi Western Blotting
La determinazione quantitativa delle HSP è stata eﬀettuata tramite analisi
Western Blotting. Per valutare la concentrazione delle HSP nei campioni























































































































































































































































































































































































































concentrazioni scalari della proteina standard di interesse; le concentrazioni
di proteina standard usate per la curva di calibrazione variano da 20 a 800
ng/pozzetto, range che permette di osservare, per tutte le proteine, una
risposta lineare del segnale. La ﬁg. 4.4 riporta, come esempio, i risultati
relativi ad una curva dose-risposta per la Hsp27.
Sensibilità. Per valutare la più piccola quantità di proteina rilevabile
nelle nostre condizioni, concentrazioni decrescenti di proteina standard sono
state sottoposte all’intera procedura analitica. Per la Hsp27 possono essere
chiaramente rilevati circa 30–50 ng/pozzetto, corrispondenti a 0.4–0.6 µg/mg
di proteine totali e per la Hsp72 20 ng/pozzetto, corrispondenti a 0.2–0.3
µg/mg di proteine totali.
Riproducibilità. La variabilità inter-saggio, ottenuta tramite misure ripe-
tute di uno stesso campione, è risultata pari al 20% per la Hsp72, mentre la
variabilità intra-saggio è risultata pari al 15–20%. Risultati analoghi sono
stati ottenuti per la Hsp27.
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Figura 4.4: Curva dose-risposta ottenuta per la proteina




L’analisi morfometrica ha permesso di osservare che la coltura d’organo di
vena safena è in grado di riprodurre il fenomeno iperplasico. In particolare, a
seguito di coltura in presenza di FCS, si è riscontrata una crescita iperplasica
neointimale maggiore rispetto a quella relativa alla condizione di controllo,
ovvero in presenza di solo RPMI (vedi ﬁg. 4.5).
4.2.2 Espressione dei diversi eﬀettori
4.2.2.1 Inﬁammazione: espressione di OPN e IL-6
La ristenosi dopo PTCA coinvolge diversi meccanismi che includono, nella
fase iniziale, le risposte trombotica e inﬁammatoria conseguenti al danno
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Figura 4.5: Analisi morfometrica (B: basale; R: RPMI; F:
RPMI + FCS30%).
vasale. Per questo motivo, l’OPN e l’IL-6 svolgono un ruolo importante nel-
l’insorgenza del processo ristenotico; in particolare, stimolano la proliferazione
e migrazione delle VSMC dalla tonaca media alla tonaca intima, causando la
formazione di una neointima.
Nel nostro caso, un aumento dell’ispessimento intimale, dopo coltura in
presenza di FCS al 30%, è risultato associato ad un aumentato rilascio di
OPN ed IL-6 nel mezzo di coltura. In particolare, la produzione di entrambe
è risultata signiﬁcativamente aumentata nel mezzo di coltura contenente FCS
rispetto al solo RPMI. La produzione totale di OPN è aumentata di circa
7 volte in presenza di FCS rispetto al solo RPMI (13.9 ± 2.9 in presenza di
FCS rispetto a 2.3 ± 0.8 µg/ml in solo RPMI, media ± SEM, p = 0.0011).
Nei mezzi di coltura (RPMI e RPMI + FCS30%), i livelli di OPN e IL-6 sono
risultati inferiori al limite di rilevazione del metodo. In ﬁg. 4.6 è riportato il
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valore medio dei rapporti, ottenuti per ciascun campione, fra le produzioni
totali di OPN rispettivamente dopo coltura in presenza e in assenza di FCS,
considerando unitario il valore ottenuto per i relativi casi di controllo. Si
è osservato un aumento signiﬁcativo della produzione di OPN in presenza
di FCS rispetto al solo RPMI (p < 0.001, test di Fisher dopo ANOVA).
Un analogo aumento si osserva per l’IL-6 (304.2 ± 64.7 in presenza di FCS
rispetto a 42.0 ± 10.1 ng/ml in solo RPMI, media ± SEM, p < 0.006), come
mostrato in ﬁg. 4.7. Nelle ﬁg. 4.8 e 4.9 è riportato l’andamento temporale del
rilascio di OPN e IL-6; come si può vedere, i livelli di IL-6 sono più elevati
all’inizio della coltura e decrescono in funzione del tempo, mentre quelli di
OPN mostrano un andamento crescente in funzione del tempo di coltura.
Le concentrazioni di entrambi gli eﬀettori sono risultate signiﬁcativamente
diverse in presenza di FCS rispetto al corrispettivo controllo.
Analogamente, i livelli tessutali di OPN e IL-6 sono risultati più elevati
a seguito di coltura in presenza di FCS rispetto ai relativi campioni basale
e controllo (OPN: 82.0 ± 30.3 ng/mg di proteina rispetto a 13.8 ± 4.2 in
presenza di solo RPMI e 3.7±0.7 in condizioni basali, p = 0.018 vs RPMI e p
= 0.0051 vs basale; IL-6: 4.2±0.1 ng/mg di proteina rispetto a 0.97±0.30 in
presenza di RPMI, p = 0.002, e inferiore al limite di rilevazione in condizioni
basali), come si può osservare in ﬁg. 4.10 e 4.11.
Per quanto riguarda l’mRNA, l’espressione dell’mRNA codiﬁcante per
l’OPN è risultata maggiormente indotta a seguito di coltura in presenza di
FCS rispetto alla condizione di controllo ed assente nella rispettiva condizione
basale. In ﬁg. 4.12 è mostrato un esempio di elettroforesi su gel e relativo
graﬁco, in cui l’espressione di OPN è normalizzata con la rispettiva espressione
di GAPDH, eﬀettore di riferimento.
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Figura 4.6: Produzione totale di OPN nel mezzo di coltura.
∗p < 0.001 FCS vs RPMI, test di Fisher dopo ANOVA.
Figura 4.7: Produzione totale di IL-6 nel mezzo di coltura.
∗p < 0.001 FCS vs RPMI, test di Fisher dopo ANOVA.
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Figura 4.8: Andamento temporale del rilascio di OPN nel
mezzo di coltura (1: primo cambio di mezzo; 2: secondo cambio
di mezzo; 3: terzo cambio di mezzo; 4: quarto cambio di
mezzo). ∗p = 0.0097, ∗∗p = 0.001 e ∗∗∗p < 0.001 FCS rispetto
al relativo RPMI rispettivamente, test di Fisher dopo ANOVA.
Figura 4.9: Andamento temporale del rilascio di IL-6 nel
mezzo di coltura (1: primo cambio di mezzo; 2: secondo cambio
di mezzo; 3: terzo cambio di mezzo; 4: quarto cambio di mezzo).
∗p < 0.001, ∗∗p = 0.0035, ∗∗∗p = 0.0030 e ∗∗∗∗p = 0.0043
FCS vs il relativo RPMI rispettivamente, test di Fisher dopo
ANOVA.
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Figura 4.10: Produzione tessutale di OPN. ∗p = 0.018 FCS
vs RPMI e ∗∗p = 0.0051 FCS vs basale, test di Fisher dopo
ANOVA.
Figura 4.11: Produzione tessutale di IL-6. ∗p < 0.002 FCS vs
RPMI e p < 0.001 FCS vs basale, test di Fisher dopo ANOVA.
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Figura 4.12: Espressione dell’mRNA di OPN in tessuto di
vena safena umana (M: marker; B: basale; R: RPMI; F: RPMI
+ FCS30%; -: controllo negativo; +: controllo positivo). ∗p
= 0.0016 FCS vs basale e p = 0.0093 FCS vs RPMI, test di
Fisher dopo ANOVA.
4. Risultati
4.2.2.2 Rimodellamento della matrice extracellulare: espressione
di MMP-2 e -9
La degradazione della ECM rappresenta un processo di rimodellamento
vascolare importante per la migrazione delle VSMC dalla tonaca media alla
tonaca intima. In questa condizione, le più importanti proteasi sono le MMP
che sono implicate, oltre che nella degradazione della ECM, anche nella
modulazione di molecole biologicamente attive, quali citochine e fattori di
crescita. Ci è sembrato opportuno valutare l’espressione delle MMP-2 e -9
per il fatto che, in molte specie animali, a seguito di PTCA, queste proteasi
sono indotte ed attivate nella sede di migrazione delle VSMC.
I livelli di produzione totale di MMP-2 e -9 sono risultati aumentati nel
mezzo di coltura contenente FCS rispetto a quello con solo RPMI (MMP-2:
173.7 ± 30.0 rispetto a 111.9 ± 26.9 ng/ml; MMP-9: 3.8 ± 0.9 rispetto a
2.3 ± 0.6 ng/ml, media ± SEM). La concentrazione di entrambe le MMP nei
mezzi di coltura (RPMI e RPMI + FCS30%) è risultata inferiore al limite
di rivelazione del metodo. In ﬁg. 4.13 è mostrata la produzione totale di
MMP-2 e -9, riportando il valore medio dei rapporti, ottenuti per ciascun
campione, fra le produzioni totali di MMP dopo coltura in presenza e in
assenza di FCS, considerando unitario il valore ottenuto per i relativi casi
di controllo. Si è osservato un aumento signiﬁcativo della produzione di
MMP-2 e -9 in presenza di FCS rispetto al solo RPMI (p = 0.0043 e p =
0.0020 rispettivamente,test di Fisher dopo ANOVA). La ﬁg. 4.14 riporta le
concentrazioni di MMP-2 e -9 nei diversi cambi di mezzo sia in assenza che
in presenza di FCS; il rilascio di entrambe le proteasi mostra un andamento
crescente in funzione del tempo di coltura.
L’espressione dell’mRNA di entrambe le MMP studiate è risultata aumen-
tata a seguito di coltura in presenza di FCS rispetto ai relativi casi basale
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e controllo. In ﬁg. 4.15 è riportato un esempio di elettroforesi su gel dei
prodotti di RT-PCR ottenuti per la MMP-9.
Risultati preliminari relativi all’espressione di TIMP-1 e TIMP-2, relativi
a due casi, hanno mostrato un’aumentata espressione di questi eﬀettori a
seguito di coltura in presenza di FCS rispetto ai rispettivi casi basale e
controllo; in ﬁg. 4.16 è riportato un esempio di elettroforesi su gel dei prodotti
di RT-PCR ottenuti per i TIMP-1 e TIMP-2.
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Figura 4.13: Produzione totale di MMP-2 e -9 nel mezzo di
coltura. ∗p = 0.0043 e ∗∗p = 0.0020 rispettivamente FCS vs
RPMI, test di Fisher dopo ANOVA.
Figura 4.14: Andamento temporale del rilascio delle MMP-2
e -9 nel mezzo di coltura.(1: primo cambio di mezzo; 2: secondo
cambio di mezzo; 3: terzo cambio di mezzo; 4: quarto cambio
di mezzo).
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Figura 4.15: Espressione dell’mRNA di MMP-9 in tessuto di
vena safena umana (M: marker; B: basale; R: RPMI; F: RPMI
+ FCS30%; -: controllo negativo).
Figura 4.16: Espressione dell’mRNA di TIMP-1 e TIMP-2
in tessuto di vena safena umana (M: marker; B: basale; R:
RPMI; F: RPMI + FCS30%; -: controllo negativo; +: controllo
positivo).
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4.2.2.3 Apoptosi: espressione di CASP-3 e -9, Bcl-2 e HSP
Il processo apoptotico vede coinvolti diversi fattori, tra cui le caspasi, i
principali eﬀettori del processo apoptotico, la famiglia di Bcl-2, costituita da
componenti pro-apoptotici e anti-apoptotici e le HSP, che svolgono prevalen-
temente un ruolo anti-apoptotico. Tra le caspasi, ci è sembrato opportuno
valutare l’espressione della CASP-9, caspasi iniziatrice del processo apopto-
tico che interviene nella formazione dell’apoptosoma, e la CASP-3, caspasi
eﬀettrice attivata dalla CASP-9. Tra gli inibitori del processo apoptotico,
sono stati presi in considerazione Bcl-2 e le Hsp72, 27, 60 e Hsc70.
A livello di mRNA, l’espressione di entrambe le CASP è risultata indotta
a seguito di coltura in presenza di FCS rispetto ai casi basale e controllo.
In ﬁg. 4.17 sono riportati un esempio di elettroforesi su gel dei prodotti di
RT-PCR ottenuti per la CASP-3 ed il relativo graﬁco, in cui l’espressione
della CASP-3 è normalizzata sull’espressione del GAPDH.
Diversamente, l’espressione di Bcl-2 risulta ridotta a seguito di coltura e,
in particolare, tale riduzione risulta signiﬁcativa in presenza di FCS rispetto
al basale (p = 0.0363, test di Fisher dopo ANOVA). In ﬁg. 4.18 sono riportati
un esempio di elettroforesi su gel dei prodotti di RT-PCR ottenuti per Bcl-2
ed il graﬁco che riporta la sua espressione normalizzata su quella del GAPDH.
Per quanto riguarda le HSP, i livelli tessutali di Hsp72, Hsp27, Hsp60
e Hsc70 sono stati valutati mediante analisi Western Blotting. In tab. 4.2
sono riportati i livelli tessutali di tutte le HSP nei campioni basale, controllo
(RPMI) e nel campione coltivato in presenza di FCS. Come si può osservare
nella tabella, i livelli di espressione delle Hsp72 e Hsp27 sono risultati signi-
ﬁcativamente inferiori dopo coltura in presenza di FCS rispetto ai relativi
casi basale e controllo. La Hsc70 presenta un andamento simile alla Hsp72
mentre la Hsp60 è risultata inferiore ai livelli di rilevazione del metodo. In
4. Risultati
ﬁg. 4.19 sono riportati i gel e i relativi graﬁci corrispondenti all’espressione
delle Hsp72 e Hsp27 nei campioni tessutali.
Da questi dati risulta, in parallelo ad un ispessimento intimale, una
maggiore espressione dei fattori pro-apoptotici rispetto a quelli anti-apoptotici,
indicando, ipoteticamente, una prevalenza del processo di morte cellulare
programmata rispetto alla sopravvivenza cellulare.
Figura 4.17: Espressione dell’mRNA di CASP-3 in tessuto di
vena safena umana (M: marker; B: basale; R: RPMI; F: RPMI



































































































































































































































































































































Figura 4.18: Espressione dell’mRNA di Bcl-2 in tessuto di
vena safena umana (M: marker; B: basale; R: RPMI; F: RPMI
+ FCS30%; -: controllo negativo; +: controllo positivo). ∗p =
0.0363 FCS vs basale, test di Fisher dopo ANOVA.
Figura 4.19: Livelli tessutali di Hsp72 e Hsp27. ∗p < 0.0012
FCS vs RPMI e p < 0.001 FCS vs basale rispettivamente; ∗∗p
= 0.0384 FCS vs basale, test di Fisher dopo ANOVA.
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Conclusioni
I risultati di questo studio mostrano che l’iperplasia intimale è riprodotta
a seguito di coltura di vena safena umana e tale risposta è analoga alla
condizione che, in vivo, si riscontra nella stenosi dei graft venosi, in accordo
a quanto riportato in letteratura (Porter et al., 1996). Infatti, a seguito di
coltura in presenza di FCS al 30%, la crescita intimale è risultata aumen-
tata rispetto a quella in presenza di solo RPMI (controllo) e a quella del
frammento non coltivato (basale). Nello FCS sono contenute molecole con
attività mitogena, quali fattori di crescita (PDGF, EGF, IGF, ecc.), transfer-
rina, albumina e alcuni fattori di adesione, quali ﬁbronectina e vitronectina.
Pertanto, l’aumentata crescita iperplasica a seguito di coltura in presenza di
siero rispetto a quella con solo RPMI è in gran parte dovuta alla presenza
dello FCS che mima gli eﬀetti dell’attivazione piastrinica in vivo (Soyombo
et al., 1993) e stimola il processo di proliferazione e migrazione delle VSMC.
In parallelo all’ispessimento intimale, sono state osservate un’aumentata
produzione di IL-6, OPN, MMP-2 e MMP-9 e una modulazione nell’espres-
sione degli eﬀettori del processo apoptotico, sia nel tessuto che nel mezzo di
coltura.
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L’IL-6 è una citochina con azione pleiotropica che svolge un ruolo centrale
nei processi di inﬁammazione. Nella parete vasale, la sua sintesi è risultata
associata allo sviluppo di lesioni aterosclerotiche e può essere indotta da
svariati tipi di stress, quali danno meccanico e ipossia (Rus et al., 1996; Seino
et al., 1994). Analogamente a quanto osservato in vivo da Hojo et al. (2000),
nel nostro modello, il rilascio di IL-6 è risultato particolarmente elevato
nelle prime ore di coltura, a conferma del suo ruolo cruciale nell’induzione
della risposta inﬁammatoria e nella comparsa dell’iperplasia intimale tardiva.
Questi risultati concordano con quanto riscontrato a livello tessutale sia in
termini di espressione proteica che di risposta iperplasica.
Relativamente all’OPN, come è noto dalla letteratura, essa svolge un
ruolo sia di citochina che di chemochina nei confronti delle VSMC (Panda
et al., 1997). Recentemente è stato dimostrato che quest’ultima è in grado
di indurre, sia in vitro (Panda et al., 1997) che in vivo (Gadeau et al.,
1993), la proliferazione e migrazione delle VSMC della tonaca media. Nel
nostro modello, è verosimile che l’iniziale trauma indotto dalla procedura
di isolamento del vaso venoso sia responsabile dell’instaurarsi di uno stato
inﬁammatorio e della conseguente espressione tessutale e rilascio di OPN nel
mezzo di coltura. Infatti, i livelli di tale eﬀettore sono risultati particolarmente
elevati a seguito di coltura in presenza di FCS, condizione in cui si è osservata
una risposta iperplasica massimale.
I meccanismi responsabili dell’aumentato rilascio nel mezzo di coltura e
dell’aumentata espressione dell’mRNA delle MMP-2 e -9, a seguito del danno
indotto dalle procedure di isolamento del vaso venoso e durante la formazione
della neointima, non sono ad oggi completamente conosciuti. Tali enzimi sono
necessari per la degradazione della matrice extracellulare, processo chiave per
la migrazione delle VSMC dalla tonaca media all’intima. Nel nostro studio,
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l’aumentato rilascio e l’aumentata induzione dell’mRNA delle MMP-2 e -9
potrebbe essere il risultato del danno indotto dalle procedure di isolamento e
dalla coltura in presenza di FCS della vena safena umana, come osservato
precedentemente da George et al. (1996). In generale, è noto che l’espressione
delle MMP risulta essere indotta da svariati fattori di crescita, quali, ad
esempio, il PDGF la cui espressione è stata osservata essere aumentata a
seguito di coltura d’organo di vena safena umana in presenza di siero (George
et al., 1996). Pertanto, anche nel nostro caso, il PDGF potrebbe essere uno
dei fattori chiave implicati nell’induzione del rilascio delle MMP da parte del
vaso posto in coltura.
Sebbene la proliferazione delle VSMC svolga un ruolo chiave nel processo
di iperplasia intimale, anche l’apoptosi è un fenomeno che sembra svolgere
un ruolo importante nel processo di formazione della lesione ristenotica. In
un modello murino in vivo di aterosclerosi di graft venoso, è stato osservato
che uno dei primi eventi, che segue a tale procedura di rivascolarizzazione,
è la morte cellulare, indotta sia dalla procedura chirurgica che dal processo
di arterializzazione del vaso. In tale studio, è stato ipotizzato che la morte
cellulare, che si veriﬁca nella fase acuta, sia responsabile dell’induzione della
risposta inﬁammatoria che, a sua volta, sottosta al processo di proliferazione
intimale delle VSMC della tonaca media (Mayr and Xu, 2001). Nel nostro
modello sperimentale, i risultati relativi all’espressione delle CASP-3 e -9,
così come quelli relativi ai fattori anti-apoptotici Bcl-2 e HSP, sono concordi
con l’ipotesi che l’apoptosi sia indotta a seguito delle procedure di isolamento
del vaso e svolga un ruolo essenziale nella progressione dell’iperplasia inti-
male. Infatti, l’aumentata espressione dei fattori pro-apoptotici e la relativa
diminuzione di quella dei fattori anti-apoptotici suggerisce che il processo
apoptotico sia indotto dal prelievo e dalla coltura del vaso venoso in presenza
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di siero e contribuisca alla progressione del fenomeno iperplasico attraverso la
stimolazione del processo inﬁammatorio e della risposta riparatoria del vaso
che contrasta la perdita cellulare della fase acuta (Walsh et al., 2000).
In conclusione, questi risultati fanno ipotizzare che l’iniziale insulto, sia
meccanico che ischemico, provocato dalle procedure di prelievo del vaso
venoso, sia responsabile della precoce risposta apoptotica e inﬁammatoria,
che caratterizza, dopo la raccolta, le prime ore di coltura del vaso venoso.
Tali processi, inﬁammatorio e apoptotico, si protraggono per tutto il tempo
di coltura e, assieme alla presenza di siero, contribuiscono alla progressione
del fenomeno iperplasico, che si veriﬁca più tardivamente al termine della
coltura.
Elenco degli acronimi
ACE enzima di conversione dell’angiotensina (Angiotensin-converting
Enzyme)
AIDS Sindrome da Immunodeﬁcienza Acquisita (Acquired Immunodeﬁciency
Syndrome)
AIF fattore che induce l’apoptosi (Apoptosis-Inducing Factor)
ANOVA analisi della varianza (Analysis Of Variance)
Apaf Apoplectic protease activating factor
APC cellula presentante l’antigene (Antigen Presenting Cell)
APS ammonio persolfato (Ammonium PerSulphate)
AT1 recettore per l’angiotensina II di tipo 1 (Angiotensin II Type 1 receptor)
AT2 recettore per l’angiotensina II di tipo 2 (Angiotensin II Type 2 receptor)
Bcl B cell leukemia/limphoma
BH omologia con Bcl-2 (Bcl-2 Homology)
Big-ET big-endotelina (BigEndothelin)
b-NOS ossido nitrico sintasi cerebrale (Brain Nitric Oxide Synthase)
BSA siero-albumina bovina (Bovine Serum Albumin)
CABG bypass coronarico (Coronary Artery Bypass Grafting)
CAD Caspase Activated DNAse
CARD dominio di reclutamento delle caspasi (Caspase Recruitment
Domain)
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Caspase Cysteine aspartic-acid-speciﬁc protease
cDNA DNA complementare
CNP peptide natriuretico di tipo C (C-type Natriuretic Peptide)
CT cardiotropina (Cardiotrophin)
DD dominio di morte cellulare (Death Domain)
DED Death Eﬀector Domain
DNA acido deossiribonucleico (DeoxyriboNucleic Acid)
DISC complesso del segnale che induce la morte cellulare (Death Inducing
Signaling Complex)
DNA-PK proteina chinasi DNA-dipendente (DNA-dependent Protein
Kinase)
DTT 1,4-ditrioteitolo (1,4-DiThioThreitol)
EC cellule endoteliali (Endothelial Cells)
ECE enzima di conversione dell’endotelina (Endothelin-Converting Enzyme)
ECM matrice extracellulare (Extracellular Matrix)
EGF fattore di crescita epidermico
EIA Enzyme Immunometric Assay
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
e-NOS ossido nitrico sintasi endoteliale (Endothelial Nitric Oxide Synthase)
ET endotelina (Endothelin)
Eta early T cell activation gene
EVGF fattore di crescita endoteliale vascolare (Endothelial Vascular Growth
Factor)
FADD dominio di morte cellulare associato a Fas (Fas-Associated Death
Domain)
FAK Focal Adhesion Kinase
FasL ligando Fas (Fas Ligand)
FCS siero fetale di vitello (Fetal Calf Serum)




HRP perossidasi di rafano (Horseradish Peroxidase)
HSP Heat Shock Proteins (proteine da shock termico)
IAP inibitore dell’apoptosi (Inhibitor of Apoptosis)
ICAD Inhibitor of Caspase Activated DNAse
ICAM molecola di adesione intracellulare (Intracellular Adhesion Molecule)
ICE enzima di conversione dell’interleuchina 1β (Interleukin 1β-Converting
Enzyme)
IEL lamina elastica interna (Internal Elastic Lamina)
IFN interferone (Interferon)
IGF fattore di crescita insulino-simile (Insulin-like Growth Factor)
IH iperplasia neointimale (Neointimal Hyperplasia)
IKK inhibitor of I-κB kinase
IL interleuchina (Interleukin)
IL-6R Interleukin 6 Receptor
i-NOS ossido nitrico sintasi inducibile (Inducible Nitric Oxide Synthase)
LDL lipoproteine a bassa densità (Low-Density Lipoprotein)
M-CSF fattore stimolante le colonie di macrofagi (Macrophage Colony
Stimulating Factor)
MHC complesso maggiore di istocompatibilità (Major Histocompatibility
Complex)
MMP metalloproteasi (Matrix Metalloproteases)
mRNA RNA messaggero (Messenger RNA)
MT-MMP metalloproteasi di membrana (Membrane-Type Matrix
Metalloproteases)
NF-κB fattore nucleare κB (Nuclear Factor κB)
NIK NF-κB-inducing kinase
NO monossido di azoto (Nitric Oxide)
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NOS ossido nitrico sintasi (Nitric Oxide Synthase)
OD densità ottica (Optical Density)
OPN osteopontina (Osteopontin)
PARP poly ADP-ribose polymerase
PBS fosfato di sodio 10 mM e NaCl 150 mM, pH 7.4
PCI intervento coronarico percutaneo (Percutaneous Coronary Intervention)
PCR reazione a catena della polimerasi (Polymerase Chain Reaction)
PDGF fattore di crescita derivante dalle piastrine (platelet-derived growth
factor)
PGI2 prostaciclina (Prostacyclin)
PKA protein chinasi A (Protein Kinase A)
PKB protein chinasi B (Protein Kinase B)
PKC protein chinasi C (Protein Kinase C)
PMSF fenil-metilsolfonil-ﬂuoruro (Phenyl-methylsulphonyl-ﬂuoride)
PTCA angioplastica coronarica transluminale percutanea (Percutaneous
Transluminal Coronary Angioplasty)
RGD arginina-glicina-acido aspartico (arginine-glycine-aspartic acid)
RIP Receptor Interactive Protein
RNA acido ribonucleico (Ribonucleic Acid)
RPMI Roswell Park Memorial Institute
rRNA RNA ribosomiale (Ribosomal RNA)
RT-PCR Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction
SDS sodio dodecil solfato (Sodium Dodecyl Sulfate)
SDS-PAGE sodio dodecil solfato-elettroforesi su gel di poliacrilammide
(Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)
sHSP small HSP
sIL-6R soluble Interleukin 6 Receptor
SMC cellule muscolari lisce (Smooth Muscle Cells)
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TBE Tris/Acido borico/EDTA, pH 8.4
TBS Tris salino, pH 7.5
Tc T citotossiche
TF fattore tissutale (Tissue Factor)
TGF transforming growth factor
TGS Tris 25 mM/glicina 192 mM/SDS allo 0.1%, pH 8.3
Th T helper
TIMP inibitori tissutali delle MMP (Tissue Inhibitor of Metalloproteases)
TMB 3, 3’, 5, 5’ tetrametil benzidina (3, 3’, 5, 5’ TetraMethyl Benzidine)
TNF tumor necrosis factor
TNFR recettore per il tumor necrosis factor (Tumor Necrosis Factor
Receptor)
TRADD dominio di morte cellulare associato con il TNFR
(TNFR-Associated Death Domain)
TRAF fattore associato al TNFR (TNFR-Associated Factor)
Tris idrossimetil amminometano
VCAM molecola di adesione vascolare (Vascular Cell Adhesion Molecule)
VSMC cellule muscolari lisce vascolari (Vascular Smooth Muscle Cells)
WB Western Blotting
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